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I. — INTRODUCTION ET TRAVAUX ANTÉRIEURS 


Peu de travaux ont été consacrés aux acides organiques des plantes 
fourragères : dosés globalement par potentiométrie (PUCHER G. W. et 
VICKERY 1034-1941), les acides organiques totaux constituent une frac- 
tion appréciable des fourrages (3 à 12 p. 100 de la matière sèche, 7, 9, 12, 
20, 21, 23, 29) ; nous avons d’ailleurs montré (FAUCONNEAU et JARRIGE, 
1954) que les acides organiques totaux étaient plus abondants dans les 
légumineuses (6 à 8 p. 100) que dans les graminées (3,5 à 5 p. 100 de la 
matière sèche) et que leurs teneurs diminuaient régulièrement au cours 
du développement des plantes de ces deux familles en suivant sensible- 
ment les variations du rapport feuilles/tiges. 

En utilisant les méthodes classiques d'isolement et de caractérisation, 
PIERCE et APPLEMAN (1953) identifièrent les acides oxalique, citrique 
et malique, cependant que NELSON et HASSELBRING (1931), NELSON et 
MorrTERN (1931) trouvèrent les acides aconitique, citrique, malique, malo- 


(2) Avec la collaboration technique de Mie E. PENOT et Mme J. BOUDON. 
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nique, oxalique et tricarballique dans différentes graminées. En outre, 
TurNER et HARTMAN (1925) isolèrent l'acide malonique de la luzerne, 
par distillation de ses esters. 

Grâce aux techniques modernes utilisant les échangeurs d'ions et la 
chromatographie sur papier, DAVIES et HUGUES (1954) d'une part, HULME 
et RICHARDSON (1954) d'autre part, retrouvèrent certains de ces acides : 
malique, citrique et malonique ; de plus, ils identifièrent les acides succi- 
nique, quinique et chlorogénique dans diverses graminées. Parmi ces ati- 
teurs seuls DAVIES et HUGUES fournirent des résultats quantitatifs sur 
quelques échantillons de graminées en croissance. Par ailleurs, BENTLEY 
(1952) caractérisa l’acide malonique dans l’appareil végétatif (feuilles et 
tiges) de 18 espèces de légumineuses. En outre, VIRTANEN et MIETTINEN 
(1953) isolèrent les phénylhydrazones des acides cétoniques d’une légu- 
mineuse (pois) ; les acides a-céto-glutarique, pyruvique et oxalacétique 
furent identifiés et trouvés en quantité d’ailleurs très faible (0,05 p. 100 
de la matière sèche) ; d’ailleurs la labilité de ces composés exige l'emploi 
de méthodes particulières d'analyse excluant celles des autres acides orga- 
niques, beaucoup plus abondants. 

Récemment, alors que nous terminions notre étude, RICHARDSON 
et HULME (1957) rapportèrent les résultats quantitatifs obtenus sur les 
extraits alcooliques (éthanol 80-85 p. 100) de luzerne, après séparation 
des acides organiques sur Dowex 2 : les acides succinique, malique et malo- 
nique sont les plus abondants, suivis par les acides quinique, shikimique 
et glycérique ; en outre, ces auteurs caractérisèrent de petites quantités 
d'acides citramalique et fumarique ; par contre, ils ne purent mettre en 
évidence ni l’acide citrique, ni l’acide oxalique. 


II. — MATÉRIEL ET MÉTHODES 


En vue du dosage quantitatif des acides organiques déjà identifiés 
par chromatographie sur papier — malique et citrique en particulier — 
(FAUCONNEAU et JARRIGE, 1954), nous avons essayé successivement la 
chromatographie sur colonne d'acide silicique (MARVEL et RANDS, 1930) 
et sur résines échangeurs d’anions : DowEx 1 (BusCH, HURLBERT et Por- 
TER 1952) ; Dowex 2 (DAVIES et HUGUES 1954). Nous avons finalement 
adopté la chromatographie sur colonne de Dowex 1 car elle fournit des 
résultats très reproductibles, de bons recouvrements (90 p. 100) et des 
blancs très faibles : 0,03 em® d’ammoniaque N/140 pour 2 em d’éluat. 
Mais la bonne séparation des acides organiques sur Dowex 1 exige l’élimi- 
nation préalable des acides aminés et des cations par absorption sur 
colonne échangeur de cations. Nous avons pu grâce à cette méthode 
séparer et doser quantitativement les principaux acides organiques du 
raygrass et de la luzerne au cours de leur développement. 
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1° Matériel. 


Nous avons étudié d’une part une légumineuse : luzerne flamande 
âgée d’un an soumise à cinq prélèvements échelonnés au cours de l’année 
1055 (4 pendant le premier cycle et une repousse) et d’autre part, une 
graminée : ray-grass anglais âgé d’un an ne recevant aucune fumure et 
Soumis à 4 prélèvements au cours du premier cycle de l’année 1956. Les 
échantillons ont été congelés au moment de la récolte à l’aide de l’air 
liquide et de la neige carbonique, puis conservés à — 150 et Iyophylisés. 
Les feuilles et les tiges de tous les échantillons furent séparées quantitati- 
vement puis finement moulues avant analyse (GONDARD modèle de 1abo- 
ratoire) (cf. tableau I) (1). 


TABLEAU I 
Caractères botaniques du matériel étudié. 


Luzerne 1955 (Jouy-en-Josas) 


Hauteur Rapport 
Date de prélèvement cm Feuilles /Tiges Stade 
rer cycle de développement 
2HAVHIEEESE RE 12 — 15 2,6 feuillu 
15 Mats........… 30 — 35 0,9 bourgeons 
SRJMNPEr Eee 50 — 60 0,56 25% floraison 
OU tee 70 — 80 0,47 pleine floraison 
q.q. graines 
2 © cycle 
8 septembre 40 stade feuillu 
Ray grass 1956 (Jouy-en-Josas) 
Hauteur Rapport 
Date de prélèvement cm Feuilles /Tiges Stade 
1er cycle de développement 
TO PA VII ses de ete 12 — 15 POPIAS feuillu 
A Mabié jte ettaur 20 — 25 16,4 » 
DM Aero 30 — 35 1,82 épiaison 
ÉCART UE 35 — 40 0,39 floraison 


20 Méthode utilisée. 


a) Extraction. — L/'alcool éthylique 95 p. 100 ou plus dilué (80 p. 100) 
permet difficilement l'extraction complète des acides organiques : 572 
heures d'extraction dans un appareil continu sont nécessaires. Quant à 
l’éthanol 80 p. 100 à froid associé au broyage à l’aide du Blendor pendant 
3 minutes (opération répétée 4 à 5 fois jusqu’à obtention d'extraits dé- 
pourvus de pigments), nous avons étudié son pouvoir d'extraction sur 6 
échantillons de choux (cf. tableau II) : l'éthanol 80 p. 100 ne permet 
d'extraire que 8-58 p. 100 de l'acide malique et 0,-15 p. 100 de l'acide 
citriqué ; par contre la presque totalité de l'acide succinique et une grande 
partie des acides quinique et shikimique sont extraites par l'éthanol 
80 p. 100. L'extraction aqueuse, suivant l'extraction alcoolique, permet 


@) Les autres éléments de ces échantillons ont été analysés en collaboration avec JARRIGE (Fau- 
CONNEAU et JARRIGE 1957). , 
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d'extraire la totalité des acides organiques restant dans le résidu, comme 
nous avons pu le vérifier sur les 6 échantillons étudiés ; aussi pour effec- 
tuer l'extraction quantitative des acides organiques, vaut-il mieux utiliser 
l'eau préalablement acidifiée par l'acide chlorhydrique ou perchlorique 
(0,3 N à 0,5 N), car les cations salifient la plus grande partie des acides 
organiques en particulier des légumineuses. 


TABLEAU II 


Répartition des acides organiques dans les extraits alcooliques 
(éthanol 80 p. 100) et aqueux effectués successivement 
sur les différentes parties de 2 variétés de choux. 


A — mg/gramme de Matière sèche. . k 
B — %, du total extrait par l'alcool et l’eau, de l’acide considéré. 
Chou Moellier Cavalier Rouge 
Limbe |Pétiole et ner-| Tige Tinbe | Pétiole et ner- Tige 
vure centrale vure centrale 
| 
Acide Malique 
Extrait alcoo- | 
lique | 
AR Ter 5,65 2,40 710 6,90 | 3,50 5,90 
LE La NE 8,13 9,87 45,98 17,60 | 19,91 57,28 
Extrait aqueux 
An nes 63,85 21,92 8,340 27,02 18,10 4,40 
PLUS 91,87 90,13 54,02 82,50 80,01 42,72 
Acide Citrique 
Extrait alcoo- 
lique 
A pese 0,40 traces 0,60 0,33 3 0,47 
De 2,79 1422 | 1,63 5,40 13,39 
Extrait aqueux 
AL AN Su E à 13,9 375 3,62 19,90 5,25 3:04 
BE 97,20 100 85,78 98,36 | 94,59 85,5 
Acide Quinique + 
Shikimique 
Extrait alcoo- 
lique 
Aaiestise 1,89 0,65 1,78 2,29 1,49 x77 
nee. 59,24 61,9ù 72,65 4499 51,55 66,29 
Extrait aqueux 
RE ra 0,4 0,67 2,8 1,4 0, 
MA Le 40,75 38.10 27,35 55,00 4845 3371 
Acide Succinique 
Extrait alcoo- 
nr 
PERS nr 0,71 0,67 0,78 0,64 0,4 0,81 
NE NP 100 77,01 100 76,19 #@ 80,20 
Extrait aqueux " 
Mur Dhs ds traces 0,20 traces 0,20 traces 0,20 
Pr 22,98 23.80 19,80 


Remarque : Nous avons vérifié que le résidu de la double extraction alcoolique et aqueuse ne con- 
tient plus d’acides organiques extractibles par l'acide perchlorique 0,3 N. 


EEE 


Le procédé suivant est alors utilisé : 2 g de matière sèche sont extraits 
au Blendor par 100 cm® d’eau acidifiée, et l'opération est répétée deux 
fois ; la méthode potentiométrique permettant le dosage des acides orga- 
niques totaux est appliquée à ce stade (FAUCONNEAU, JARRIGE, 1954). 
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b) Purification des extraits. 


Elimination de l'acide. — T/'acide perchlorique est éliminé par préci- 
pitation du sel de potassium à 0° (neutralisation de l’extrait par la potasse 
2 N jusqu'à pH — 6,8), puis on laisse en contact une nuit à 0° : on centri- 
fuge et on lave deux fois le précipité par une très faible quantité d’eau 
pour éviter une redissolution importante. L,'acide chlorhydrique peut être 
éliminé par ébullition sous vide, en répétant trois fois l'opération après 
reprise du résidu par l’eau. 

Fractionnement des extraits : élimination des cations et des acides ami- 
nés. — Les extraits débarrassés de la plus grande partie de l'acide ayant 
servi à l'extraction sont purifñés par passage sur une résine échangeur de 
cations, polystyrène sulfonique sous forme hydrogène, permutite 50 (PHix.- 
LIPS et PAIN) : une colonne de 1,65 X 20 cm régénérée par 120 cm d'acide 
chlorhydrique 2 N est utilisée à cet effet, le débit doit être de 1 em*/mn: 
l’effluent est collecté et mélangé avec les 200 premiers em de liquide de 
lavage. 


c) Séparation des acides organiques sur Dowex 1. 


À bsorphon. — I,;e Dowex 1 X 8 200/400 Mesh est préparé sous forme 
formiate selon BUSCH, HURLBERT et POTTER (1952) et HURLBERT et Por- 
TER (1954) : une colonne de 0,9 X 15 cm possédant un robinet à son extré- 
mité inférieure est remplie de laine de verre dans sa partie conique ; une 
rondelle de papier Whatman n° r est introduite avant que la colonne ne 
soit remplie en 5 et 6 jets de 3 cm de hauteur ; celle-ci est ensuite lavée 
jusqu’à résistivité constante de l’effluent. Une fraction de l'extrait conte- 
nant 5 à 50 mg d'acides organiques est passée à travers la colonne à un 
débit inférieur à 0,7 cm#/mn; le lavage est effectué avec 10 cm environ 
d’eau bi-distillée ; si la colonne est très tassée, un débit de 0,5-0,7 cm$ /mn 
exige l'emploi d’une légère surpression à l'entrée de la colonne : on 
utilise à cet effet un gaz inerte, l’azote de préférence. 

Elution et Dosages. — L,'élution est effectuée par gradient régulier 
d’acide formique : le flacon mélangeur est constitué d’un erlenmeyer de 
500 cm garni de 150 à 250 cm d’eau bidistillée suivant le pouvoir de 
résolution de la résine (celui-ci diminue avec le nombre de régénérations). 
Le liquide de ce flacon est mélangé par un agitateur électro-magnétique. 
L'ampoule à décantation servant de réservoir est remplie d'acide formique 
6 N. Les fractions de 2 cm® environ sont collectées à l’aide d’une fraction- 
neuse automatique à siphon ; celles-ci sont transéférées dans des erlen- 
meyers de 100 em et évaporées à l’étuve à vide (température — 40°) en 
présence de chlorure de calcium et de soude en paillettes. Après évaporation 
du liquide jusqu’à siccité, les fractions sont titrées par l’ammoniaqueN/140 
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en présence de rouge de phénol ou de bleu de thynol comme indicateur. 
Les blancs sont toujours très faibles 0,03 à 0,03 em® pour 2 cm® d’éluat, 
quelle que soit la concentration en acide formique de celui-ci. 

L'ordre de sortie des acides à l’aide du gradient d'acide formique 
décrit plus haut est le suivant : acides quinique, succinique, malique, tar- 
trique, citrique, malonique, fumarique et phosphorique (cf. graphique). 
Les acides citrique et malonique ne sont pas parfaitement séparés ; les 
deux acides sont présents dans 1 ou 2 fractions de 2 em sur 8 ou 10 consti- 
tuant l'ensemble des deux acides. L'appréciation des quantités respec- 
tives des deux acides contenus dans ces 2 fractions est effectuée par 
chromatographie sur papier par comparaison des surfaces des taches. 
D'ailleurs PALMER 1955 et Buscxet coll. 1952 n’obtinrent pas de séparation 
de ces acides, bien qu’utilisant également le Dowex 1 (formiate). 


d) Identification. 


Les fractions contenant de l'acidité titrable, sont évaporées sous 
vide jusqu'à siccité, reprises par l’eau (200 microlitres) et chromatogra- 
phiées sur papier Whatman n° r en présence de marqueurs ; divers sol- 
vants sont utilisés : 

Butanol-acide formique 85 p. 100-Eau (10-2-15) (V/V). KALYANKAR 
et coll. 1952. 

Phénol-acide formique 85 p. 100-Kau (150-2-50) (V/V) Srark et coll. 
1951. 

Alcool benzylique-Butanol tertiaire-Isopropanol-acide formique 
85 p. 100-Eau (150-50-50-6-50) (V /V) STARH et coll. 1951. 

Alcool isopropylique. Acide trichloracétique 50 p. 100 (p/v). Ammo- 
niaque concentré 20 p. 100 (750-250-2,5). KBEL 1953. 

Propanol-Ammoniaque concentré 20 p. 100-eau (6-3-1) (V/V). ISHER- 
WOOD et coll. 1953. 

Les chromatogrammes débarrassés de solvants par ventilation à 
409 sont examinés à la lumière ultra-violette (Woop), puis soumis à dif- 
férentes révélations : 

Indicateur de pH (vert de bromocrésol 0,4 p. 100 dans l'éthanol 
95 P. 100). 

Réactif d’ISHERWOOD 1949 (révélation du phosphore). 

Nitrate d'argent ammoniacal (NO; Ag 0,1 M-NH4, OH O, 1 Men 
mélange v/v = 1/1). BUSCH et coll. 1952. 

Réactifs de CarrwriGr et ROBERTS 1955 au Métaperiodate de 
Sodium suivi de l’action du mélange 1/1 de Nitroprussiate de Sodium et 
de Pipérazine, spécifique des acides quinique et shikimique. 
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III. — RÉSULTATS ET DISCUSSION (') 


1° Influence de la famille botanique. 


Les acides malique, citrique, quinique sont toujours présents chez 
la luzerne et le ray-grass : ces acides sont identifiés par chromatographie 
sur papier en utilisant les différents solvants indiqués plus haut ; ils s’avè- 
rent parfaitement isolés par la colonne, seul l'acide quinique (titré comme 
tel) correspond à un mélange d’au moins 2 acides : l'acide quinique iden- 
tifié par le réactif de CARTWRIGHT et ROBERTS (1955) et un autre acide 
de composition voisine (cyclique hydroxylé) sans doute l'acide shikimique. 
Par contre, seules les légumineuses contiennent de l'acide malonique en 
quantité d’ailleurs importante (10 à 40 p. 100 de la somme des acides). 
Les acides dosés correspondent à ceux identifiés par DAVIES et HUGUES 
(1954) et HULME et RICHARDSON (1954) dans un mélange de graminées 
(sans doute quelque peu souillées de légumineuses) ; ces auteurs signalent 
en outre la présence d'acide succinique ; ce dernier acide n’existerait pas 
dans les plantes fraîches au moment de leur prélèvement, mais apparaî- 
trait dans les échantillons soumis à certains modes de déshydratation : 
le séchage à l'air de la luzerne prélevée le 8 septembre 1953 (2€ coupe) a 
provoqué l'apparition d'acide succinique à la fois dans les feuilles et dans 
les tiges (5 à 3 p. 100) de la somme des acides. 

Pour les luzernes, nos résultats sont assez différents de ceux obtenus 
par RICHARDSOX et HULME (1957) signalés plus haut, ce qui pourrait être 
dû, d’une part, au traitement subi par les échantillons récoltés par les 
auteurs britanniques (le séchage à l'air chaud à 80° provoque l’appari- 
tion d'acide succinique), et d'autre part, à leur mode d'extraction ; l'étha- 
nol 80 p. 100 ne permet d'extraire qu'une très faible partie de l'acide ci- 
trique et une fraction variable de l'acide malique, ce qui a pour effet 
d'exagérer la proportion d'acide succinique, ce dernier étant complète- 
ment extrait par l'éthanol 80 p. 100 (cf. tableau IT). 


20 Influence du stade de développement. 


a) Luzerne flamande (tableaux III et V). 


Feuilles. — Au cours du premier cycle de développement la teneur en 
acides organiques totaux (dosés par potentiométrie) varie relativement 
peu (10,7-8,74 p. 100 de matière sèche) comme celle d’ailleurs des autres 
éléments (azote-acides gras) — FAUCONNEAU et JARRIGE 1957 — mais 


() Nous avons négligé les résultats d'acide phosphorique (ortho), et avons exprimé les résultats 
des autres acides en p. 100 de la somme des acides analysés (exprimés en poids), afin d'examiner les 
variations de leurs proportions respectives. 
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leur répartition varie beaucoup plus : l'acide malique diminue (72 à 
36 p. 100) cependant que les autres acides malonique, citrique et quinique 
augmentent corrélativement. Dans l'échantillon de deuxième coupe, 
cette évolution paraît se poursuivre — l'acide malonique devient prépon- 
dérant (42 p. 100 contre 29,4 p. 100 d'acide malique) ; par contre l'acide 
citrique est très faible (4,6 contre 22 p. 100 dans les feuilles du 3 juin). 


TABLEAU III 


Influence du stade de développement sur la composition des différents organes 
de la luxerne (1955). 


Matières azotées Acidité totale Acidité totale 
Dee dates totales, % de meq/100 g press 
e prélèvements SNA M. S? acide malique 
la Matière sèche de M.S. % de MSA 
Feuilles : 
DE ER ho 6 SEC TRE SO 29,64 153 10,3 
MATRA ne nee een net 32,25 143 9,6 
RU eee ea re lets eau cle Siote 30,13 159 10,7 
LAND ace eo MA EE PE 26,99 130 8,74 
Feuilles repousse : 
ONSCDLEMDIO Le ce 26,3 102 6,87 
Tiges 
DORANEI RE Celeron eos ciee 16,4 126,8 8,5 
ROME A ODEN RO T0 D 000 CON 13,3 100 6,73 
REED em ete ete res à 11,5 03,2 6,25 
ROMAN ee Re eh n'as 9,04 66,5 4,46 
Tiges repousse : 
OASÉDÉCMIDIEMe Te see see ce ee 9,68 62,2 4,17 
Plante entière : 
PET a sn ER RO TO 25,03 146,2 9,80 
CRC ES US Te D 22,25 120,5 8,08 
AO VER ire Sr a PTE 18,17 113,8 7,03 
BOUT Pride 14,75 87,1 5,84 
Tiges. — Les acides organiques totaux diminuent rapidement avec 


l’âge (8,5 à 4,46 p. 100) cependant que leur répartition change également. 
La proportion d’acide malonique augmente d’abord aux dépens de l'acide 
quinique prépondérant dans les jeunes tiges (32 p. 100) puis de l'acide 
citrique ; cette évolution semble continuer également dans le prélèvement 
du deuxième cycle, sauf pour l'acide citrique, qui diminue comme dans 
les feuilles. 

Plantes entières. — Par suite des modifications feuilles/tiges (tableau I) 
et des variations de la teneur en acides organiques dans ces deux organes, 
les acides organiques totaux diminuent progressivement avec l’âge au 
cours du premier cycle (9,80 à 5,84 p. 100 de matière sèche), cependant 
que leur répartition change : l'acide malique prépondérant chez la plante 
jeune (64,6 p. 100) diminue progressivement, tandis que l'acide malonique 
augmente (32 p. 100), les acides quinique et citrique varient peu. La 
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deuxième coupe d'automne est particulièrement pauvre en acide citrique 
à la fois dans les feuilles et dans les tiges (4,6 et 4 p. 100) et riche en acide 
malonique (42 à 37 p. 100) et quinique (23,3 à 14,7 p. 100). 


TABLEAU IV 


Influence du stade de développement sur la composition des différents organes 
du Ray-grass (1950) 


: é EP Acidité totale 
Matières azotées Acidité totale E 
Organes et dates totales, % de meq/100 g FE mar à en 
Asa acts la Matière sèche de M. Si mp har ae +5 
de MS 
Feuilles entières : 
Me EEE CE OST CT UC 17,02 108 7»22 
À MALE IE Pedro emee retient e 2X,77 63 4,28 
G = 1,39 : 
Limbe 17 mai..................... 11,55 76 SII 
Gaines 17 mai..................... 5,04 5 3535 
Feuilles entières 13 juin ............ 8,34 47 3,16 
Tiges 
AMAR A M Near dose place 8,35 — 
17 MAÏ sos 6,64 42 2,83 
EE LE ON CO ET a COTON 5,83 30,7 2, 
Plante entière 
ONE SE te ON Cr NU 17,92 157,8 7,22 
RAT AR Vasco ec. 11,58 63 4,23 
DAMMA Re ce sen eme en ble dilete dleiee 7:56 57 3583 
DURS OP OT GO PO 6,53 35 2,37 


b) Ray-Grass anglais (tableau IV et VI) 


Feuilles. — 1,es acides organiques totaux diminuent progressivement 
au cours de la croissance (7,22 à 3,16 p. 100), mais leur répartition varie 
moins que chez les légumineuses : la proportion d'acide malique reste 
importante (41 à 50 p. 100), cependant que celle de l'acide citrique aug- 
mente légèrement aux dépens de celle de l'acide quinique. 

Tiges. — Is acides organiques totaux diminuent également avec 
l’âge et leur répartition varie quelque peu. L'acide quinique est remplacé 
progressivement par l'acide citrique qui devient ainsi prépondérant. 

Plantes entières. — Ta diminution rapide des acides organiques to- 
taux avec l’âge (7,22 à 2,37 p. 100) est liée aux variations du rapport 
feuilles /tiges et aux modifications de composition de ces deux organes ; 
elle augmente la différence de teneur avec les légumineuses, cependant 
que la répartition des acides organiques varie beaucoup moins que chez 
ces dernières : l'acide malique est toujours très important (45-55 p. 100) 
cependant que l'acide citrique remplace l'acide quinique en particulier au 
moment de la floraison, atteignant alors la proportion de l'acide malique 
(45 p. 100). 


TER NT 


LT REA VPN 
\ S 


RUN 


4 
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Chez les deux espèces envisagées la proportion d’acide citrique aug- 
mente avec l’âge, ce qui est en accord avec les résultats obtenus sur les 
feuilles de pois par TAULESI (1954), mais en contradiction avec ceux de 
DAVIES et HUGUES (1954). 

TABLEAU V 


Les acides organiques des différentes parties de la luzerne au cours 
de la croissance (p. 100 des acides totaux dosés) 1955. 


Organes et Dates de prélèvement Malique Citrique Malonique Quinique 


1e cycle de développement 


Hetillesi2s AVELAe Me Le 72,2 8,65 15,7 3,4 

Heuillèstrs Mal ra rue 48,2 T5,2 19,8 16,8 

HET RSR Une roses 36,3 22,1 31,5 10,2 
Repousse 

Feuilles 8 Septembte.......... 20,4 4,6 42,6 23,35 
1e cycle de développement 

SSD ET AUTRE et + srelele » os siets 44,9 10,05 12,4 227 

MIES ET MA I ER EC En 51,85 17,8 24,55 5,8 

INR SAT SERA 49,8 12,8 32,5 5,0 

PCR OBTINT ee cel 50,2 13,6 31,3 4,9 
Repousse 

L'iges V8. Séptembre.......:...-. 42,8 4,0 37:55 14,7 

Plante entière 25 Avril ........ 64,6 9,00 14,8 E1,5 

Plante sentièrents Male... 50,1 16,6 22,3 11,00 

Plante entière 3 Juin ........ 44,9 16,1 32,1 6,9 


(*) Tous les chiffres de ce tableau sont la moyenne des résultats obtenus au cours de 3 frac- 
tionnements indépendants sur Dowex 1. 


TABLEAU VI 
Les acides organiques des différentes parties du Ray-Grass au cours 
du premier cycle de développement (1956) (p. 100 des acides totaux dosés) 


Organes et dates 


de développement Malique Citrique Quinique 
Feuilles entières : 
ORAN ea net ee 0 ere Poe ele een 48,9 25,8 25,25 
AE den ere da 48,5 26,6 24,9 
LÉ 
GC =. 1,39 : | 
HA DES AIR ne ne ture sa 49,6 25,2 26,1 
AIME NE TEMATA I ess sise dasisie 59,3 15,0 25,7 
Feuilles entières : 
SRI ee aie aa si es aie perce 41,7 375 20,8 
Tiges 
4 fe En NT se es 2 ieraté 46,8 371 16,1 
TAMAIR EE A cts D aute ey 553 ‘23:39 20,7 É 
AO NE nn Conte ln 46,1 53:85 traces non dosées 
Plante entière : 
Trains eme eee 48,9 25,8 25,25 
LÉ Be Nat io DO0 DO OTOOE 48,4 27,2 24,4 
DPAIOAT Ce Ceres 54,2 22,0 23,7 
UD eue trharet AE 0 44,85 49,25 5,8 


(2) Tous les chiffres de ce tableau sont la moyenne des résultats obtenus au cours de trois 
fractionnements indépendants sur Dowex 1. < 
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IV. — CONCLUSION 


Les acides malique, citrique et quinique (plus ou moins souillés d’un 
autre acide cyclique hydroxylé : l'acide shikimique) constituent les prin- 
cipaux organiques du ray-grass anglais ne recevant pas de fumure azotée ; 
par contre la luzerne flamande contient en sus de ces mêmes acides une 
proportion importante d'acide malonique. 

L'action des facteurs externes (climat, fumure) est à l'étude actuelle- 
ment. En ce qui concerne la matière sèche représentée par les acides 
organiques, l'expression en acide malique (67 p. 100 par unité carboxy- 
lique) des acides organiques totaux dosés par potentiométrie est valable 
chez les graminées jeunes : l'acide quinique (192 par unité carboxylique) 
équilibre largement l'acide citrique (64 par unité carboxylique) ; par 
contre elle fournit des résultats trop élevés chez les légumineuses en parti- 
culier pour la deuxième coupe, car l’acide malonique (52 par unité carboxy- 
lique) représente une proportion importante de ceux-ci (40 p. 100). 

Parmi les acides organiques des plantes fourragères, les acides ma- 
lique et citrique peuvent être utilisés comme source d'énergie en même 
temps que les glucides solubles par les bactéries du rumen. Par contre, 
le rôle nutritionnel de l'acide malonique reste à préciser car c’est un inhi- 
biteur de la succino-deshydrogénase, bloquant ainsi le cycle de Krebs 
normal (VICKERY et PALMER 1957). 


Reçu pour publication le 23 décembre 1957 


RÉSUMÉ 


La méthode décrite s'inspirant de celle de HURLBERT et POTTER 
(1952) utilise le Dowex 1 (formiate) et permet la séparation des acides 
quinique, succinique, malique, tartrique, malonique, citrique et fumarique. 

Cette méthode a été utilisée pour l'analyse des acides organiques des 
feuilles et tiges d’une luzerne et d’un ray-grass en croissance, ne recevant 
aucune fumure. L/extraction quantitative des acides est effectuée par 
l’eau acidifiée. 

Les acides malique, citrique et quinique (plus ou moins souillés 
d'acide shikimique) sont les principaux acides présents dans le ray-grass : 
la luzerne contient de plus de l’acide malonique (10 à 40 p. 100 du total). 

Les acides organiques totaux diminuent avec l’âge des différentes 
parties (feuilles et tiges) sauf dans les feuilles de luzerne où leur teneur est 
relativement constante. 

Les proportions relatives des différents acides varient particulière- 
ment dans les feuilles de luzerne où les proportions d'acides citrique et 
malonique augmentent avec l’âge aux dépens de l'acide malique. 
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RÉALISATION D’UNE INSTALLATION DE CULTURES 
EN SOLUTIONS COULANTES 
SUIVANT UN PROCÉDÉ NOUVEAU 


PAR 


J. BOSQUET (|) 


Une installation de cultures en solutions coulantes est un système 
d'alimentation continue pour pots de végétation. Le principal intérêt 
de telles cultures réside dans le fait que la concentration en éléments nu- 
tritifs demeure sensiblement constante en cours de végétation. 

Le problème est de renouveler constamment la solution nutritive 
au contact des racines. Pour des raisons pratiques, le débit doit être mi- 
nime mais assurer les besoins en eau de la plante et du support : c’est- 
à-dire que la solution percole à travers le vase de végétation. On utilise 
un support inerte. Pour favoriser une bonne aération, on choisit en géné- 
ral un sable quartzeux de rivière, de préférence à un sable concassé dont 
les angles risquent de léser les racines des plantes en étude. 

Dans cette étude, nous avons considéré comme fondamentaux les 
éléments suivants : 

__ a) Le débit désiré qui varie, suivant la taille du pot, la nature de la 
plante et les recherches poursuivies, entre 0,5 et 3 litres par jour. 

b) La constance du débit et la facilité de réglage, c'est-à-dire les fac- 
teurs permettant d'obtenir l'identité des débits des pots. 

c) Le temps d'utilisation sans que l’expérimentateür ait besoin d’inter- 
venir. 

d) La rusticité du système qui doit être peu sensible aux souillures 
diverses, en particulier les algues qui se développent dans les liquides 
exposés à la lumière ; nécessiter le minimum d'entretien et de surveillance; 
être facile à mettre en œuvre, et économique à fabriquer. 

Nous distinguerons dans une installation de solutions coulantes 
trois parties fondamentales : 

1° Le stock de la solution nutritive et son amenée au système de dis- 
tribution. 

29 Le système de régularisation du débit. 

3° Le système de distribution de la solution aux pots de végétation. 


(1) Ingénieur à la Société d'Études chimiques pour l'Industrie et l’Agriculture. Travail effectué 
à la Station centrale de Physiologie Végétale, Versailles. 
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I. — RAPPEL DE DIFFÉRENTES RÉALISATIONS 


A. — STOCKAGE DE LA SOLUTION ET AMENÉE AU SYSTÈME 
DE DISTRIBUTION 


Pour obtenir l'alimentation du système de distribution, on est tou- 
jours obligé d'amener la solution en charge par rapport à celui-ci. 

Deux solutions ont été adoptées : 

a) totalité de la solution nutritive en charge ; 

b) alimentation d’un réservoir en charge à partir d’un stock de solu- 
tion situé plus bas. Dans ce cas, on utilise en général l'air comprimé pour 
faire monter le liquide jusqu’au réservoir intermédiaire. 


B. — RÉGULARISATION DU DÉBIT 


On peut envisager deux catégories de systèmes régularisant le débit. 


a) Les appareils fonctionnant de manière discontinue 


Ce sont en général des éprouvettes munies d’un trop plein et ali- 
mentées de manière continue par un système régularisateur primaire 
simple (robinet, pince de MOHR). La vidange des éprouvettes est obtenue 
au bout d’un temps donné par un système mécanique ou électrique de 
temporisation. Un tel appareiïllage présente l'inconvénient d’une rusticité 
médiocre et nécessite l'installation d'un système régularisateur primaire 
dont le débit doit obligatoirement être supérieur au débit désiré mais 
avec une marge faible étant donné le fonctionnement du régularisateur 
primaire même pendant la vidange des éprouvettes. 


b) Les appareils fonctionnant de manière continue 


Nous envisageons deux cas : 

1° Lee système de PILAND et WILLIS, où la régularisation est unique 
pour l’ensemble de l'installation ; 

2° Les systèmes où la régularisation est individuelle pour chacun des 
pots de végétation. 


1° Système de PILAND et WILLIS 


Dans un tanker de tôle s'écoule goutte à goutte de l’eau provenant 
des canalisations de la ville. Cette eau crée une pression d’air dans une 
cloche. Cette pression d'air est transmise aux différents réservoirs de 
stockage, en charge, où elle permet la montée de la solution nutritive 
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dans un tube-siphon d’où la solution s'égoutte dans un siphon-piège. Ce 
Système est séduisant de prime abord parce qu’il permet, semble-t-il, 
d’otbenir une identité absolue des débits sur les vases de végétation. En 
réalité, cette identité des débits ne sera obtenue que si les pertes de charge 
de l’air comprimé sont identiques dans toutes les canalisations, de même 
que les pertes de charge de la solution nutritive dans les différentes cana- 
lisations d'écoulement. 


végétation 


Fig. 1. 


D'autre part, la rusticité du système est pratiquement nulle néces- 
sitant une étanchéité absolue de tous les raccords. 

Enfin, si les débits sont identiques à un instant donné, leurs varia- 
tions dans le temps peuvent être considérables puisque c’est le débit d’un 
robinet de ville, réglé en goutte à goutte, qui en assure la constance. 


2° Régularisation individuelle. 


Dans ce cas, la régularisation s'opère directement sur le débit de 
la veine liquide. 
Cette veine liquide s’écoulant par une canalisation est soumise à la 
loi de POISEUILLE : 
rpr* 
QE 8h 
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où : 

g est le volume débité par unité de temps ; 

pla différence de charge entre les extrémités de la canalisation ; 

r le demi-diamètre de la canalisation ; 

L la longueur de la canalisation ; 

n la viscosité de la solution. 

N'étant pas maître de la viscosité, les seuls paramètres permettant 
de régulariser le débit sont les caractéristiques de la canalisation d’écou- 
lement et la charge. 

Parmi les différentes réalisations effectuées, nous passerons sous si- 
lence celles utilisant un laminage de la veine liquide, soit dans un caout- 
chouc serré par une pince de MOHR, soit dans quelque robinet. Ces diffé- 
rents systèmes sont difficilement réglables, et les réglages ne sont pas 
reproductibles. 

Les autres réalisations ayant fonctionné utilisent une canalisation 
dont les caractéristiques permettent d'obtenir un débit faible. BARBIER a 
utilisé pour régulariser le débit, une grande longueur de tube capillaire, 
sensiblement horizontal, pour que la différence de charge entre les extré- 
mités soit faible. 

Le système fonctionne bien mais nécessite le calibrage du capillaire. 
Dans une certaine mesure, ce calibrage était corrigé par un embout de 
caoutchouc modifiant la différence de charge aux extrémités, puissance I 
dans la formule de POISEUILLE, alors que le diamètre intervient à la 
puissance 4. De plus, la différence de charge entre les extrémités n’est pas 
constante, le niveau de la solution nutritive variant dans le réservoir en 
charge. Enfin, un nettoyage délicat est nécessaire pour éliminer les algues 
ou les dépôts accumulés dans le capillaire, bien que celui-ci ait été peint 
en noir. 


C) SYSTÈMES DE DISTRIBUTION 


Les systèmes de distribution de la solution nutritive ne sont satisfai- 
sants que dans le cas où une plante seulement est cultivée dans le pot de 
végétation. 

Le problème de la distribution homogène à la surface du pot 
reste entier. Certains auteurs ont essayé pour le résoudre de distri- 
buer la solution de manière discontinue par fractions successives. 
PILAND et WILLIS, par exemple, utilisent le siphonage d’une éprouvette 
auxiliaire. 

En général, on fait arriver la solution goutte à goutte dans le 


milieu du pot, soit directement, soit en la brisant sur une lame de 
verre. 
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II. — DESCRIPTION DU SYSTÈME PROPOSÉ 


1. — Description du système régularisateur 


L'originalité de l'installation réside dans le système régularisateur. 
Il s’agit d’un flotteur cylindro-conique réalisé en verre pyrex. 


.__ligne_de flottaison _ 


cm 
= — 


Fig. 2. 


Ce flotteur communique avec l'atmosphère par un petit orifice À 
situé dans sa partie supérieure et constitué par un petit tube de verre 
coudé où est fixé un fil permettant de manipuler le flotteur lorsqu'il est 
immergé. 

La partie inférieure est rétrécie en une tubulure où coulisse un tube 
capillaire BC, maintenu en place par un anneau de caoutchouc E. 

Sur cette tubulure est fixé un autre tube de verre D permettant de 
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raccorder un mince tuyau de caoutchouc souple F par où s’écoulera la 
solution nutritive vers le vase de végétation. 


2, — Fonctionnement du flotteur 


Le flotteur flotte à la surface de la solution nutritive. Il est en com- 
munication avec elle par le tube capillaire. La solution nutritive suinte à 
l'orifice B du capillaire et est évacuée immédiatement vers le pot de végé- 
tation par la tubulure D. Le débit de cette tubulure est évidemment celui 
du capillaire. 

Dans le cas de ce flotteur, nous voyons que tous les paramètres de la 
formule de POISEUILLE : 

rpr* 
LT . 


sont déterminés et constants : 

— longueur et diamètre du capillaire, 

— différence de charge entre les extrémités du capillaire, puisqu’en 
B règne la pression atmosphérique, grâce à la communication créée en A ; 
et en C la pression atmosphérique augmentée de la hauteur d’eau. 


3. — Réalisation de l'installation 


Nous avons utilisé des vases en grès vernissé comme récipients de 
stockage. Dans ces vases de grès placés en charge par rapport aux pots 
de végétation, nous avons mis deux flotteurs par vase. Cette installation 
a l'avantage de mettre les flotteurs à l’obscurité et d'empêcher ainsi le 
développement des algues. 

Les caoutchoucs d'évacuation rejoignent un bouchon à la base du 
vase de grès. De ce bouchon repartent deux canalisations en caoutchouc 
de fort diamètre qui conduisent la solution nutritive aux pots de végéta- 
tion. A l'extrémité de chaque caoutchouc est fixé une petite tubulure de 
verre reposant librement dans un tube de verre de gros diamètre enfoui 
dans le sable du pot. Ce dispositif évite la prolifération d'algues à la sur- 
face du pot et à l'extrémité du système de distribution. 


4. — Réglages à effectuer. Incidents de fonctionnement 


Les réglages sont très simples. 

Les flotteurs étant immergés, on contrôle leur débit en mesurant le 
volume débité en deux heures. On amène alors les flotteurs à portée de 
la main en tirant sur leur ficelle et on règle les capillaires par coulisse- 
ment : 

— sortir le capillaire du flotteur pour augmenter le débit, 

— rentrer le capillaire dans le flotteur pour diminuer le débit. 


01 tif nn 
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Au bout de trois ou quatre opérations, on a réglé les flotteurs avec 
une marge qui n'atteint pas 5 p. 100 du débit désiré. 

Le fonctionnement du flotteur n’est pas parfaitement continu. 
Il est impossible d'obtenir un goutte à goutte véritable mais l'écou- 
lement s'effectue par petites fractions délivrées de manière intermit- 
tente. 

D'autre part, bien que le poids du caoutchouc d'écoulement soit 
faible et que la poussée d’Archimède qui en résulte soit minime, il est pré- 
férable que la hauteur de la solution dans le récipient de stockage ne soit 
pas trop faible car le flotteur tend alors à prendre une position inclinée 
et son débit varie. Dans les cas extrêmes, le caoutchouc peut faire des 
boucles qui basculent le flotteur et provoquent sa noyade. Il suffit alors de 
tirer sur la ficelle du flotteur pour remédier à cet incident. Notons au pas- 
sage que cette ficelle joue le rôle d’indicateur de niveau pour le récipient 
de stockage. 

Ce sont là les seuls incidents que nous ayons constatés. En aucun 
cas le capillaire ne s’est bouché, parce que la solution est prélevée au sein 
même de la masse liquide, loin du fond où des boues pourraient se décan- 
ter, loin de la surface où des poussières pourraient flotter. 


95. — Variations de débit avec la température 


C’est la variation la plus importante que l’on puisse enregistrer. La 
température intervient d’abord d’une manière indirecte en modifiant les 
conditions de flottaison du flotteur et ses caractéristiques dimensionnelles. 

_ Elle intervient aussi d’une manière directe et prévisible en modifiant 
la viscosité de la solution nutritive. Lorsque la température augmente 
la viscosité diminue et, par conséquent, le débit augmente. Il est à noter 
que cette augmentation de débit a lieu lorsque les besoins en eau de la 
plante sont augmentés. 

On peut admettre qu’une variation de température de quatre degrés 
centésimaux entraîne une variation de débit d'environ I0 p. 100. 


III. — CONCLUSION 


Le dispositif décrit nous a donné satisfaction et a permis de réa- 
liser des cultures de pommes de terre, de bryophyllum et même 
de tomates dans de bonnes conditions. Il a fonctionné pendant plus 
de deux mois sans nécessiter aucun réglage ni nettoyage : le seul 
entretien étant le remplissage des récipients de stockage deux fois par 
semaine. 
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RÉSUMÉ 


Nous avons réalisé une installation simple et économique de solutions 
coulantes en utilisant pour régulariser le débit un flotteur de conception 
nouvelle qui présente l'avantage de fixer les différents paramètres de la 
formule de POoISEUILLE. Le seul facteur susceptible alors de modifier le 
débit est la viscosité des solutions employées. 


Reçu pour publication le 30 janvier 1958. 
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PHOSPHORYLATION OXYDATIVE 
DES MITOCHONDRIES DE POIS 
ÉTUDIÉE A L'AIDE DE *#P 


PAR 


G. DUCET et A. J. ROSENBERG 


Station centrale de Physiologie végétale, Versailles 
et Institut de Biologie physicochimique, Paris. 


Nos recherches sur la respiration des plantes supérieures (1) ont 
montré l'importance considérable de la cytochrome oxydase dans l’oxy- 
dation terminale. Cet enzyme est toujours lié, dans les cellules végétales 
ou animales, à des éléments figurés, les mitochondries. On sait également 
que la respiration cellulaire est génératrice d'énergie, emmagasinée sous 
forme de composés phosphorés riches en énergie ( P) et les travaux de 
LIPMANN, de KREBS, de LEHNINGER et de SLATER ont montré toute 
l'importance des phosphorylations oxydatives. Chez les végétaux supé- 
rieurs, MILLERD et coll. (2), LATIES (3) ont trouvé que les éléments figu- 
rés, analogues aux mitochondries, peuvent également effectuer la phos- 
phorylation oxydative. LATTES a étudié l'influence des conditions de pré- 


paration (tonicité) sur la valeur du rapport : pour différents substrats 


d’oxydation et HACKETT (4) dans une revue bibliographique récente 
indique la similitude des mitochondries végétales et animales. 

Nous donnons, dans ce travail, quelques-uns des résultats obtenus 
dans une étude préliminaire, faite en 1955, des mitochondries isolées de 
pois en germination. 


Méthodes 


Les graines de pois (Pisum sativum) sont mises à germer pendant 3 
à 4 jours à l’obscurité, à la température du laboratoire. 
Environ 10 grammes de graines germées sont broyées au mortier 


, . M 
refroidi à o°, avec du sable fin et 50 ml d’une solution 7 glucose 


ou mannitol et à en tampon Tris (1) à pH 7,4. Après filtration sur mous- 


(2) Les abréviations suivantes sont utilisées : P min : acide phosphorique. — H. P. : hexoses 
phosphates. — AMP : adénosine monophosphate. ADP : adénosine diphosphate. — ATP : adéno- 
sine triphosphate. — Tris : tris-(hydroxymethyl)-aminométhane. — C /m : coups par minute. 
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seline pour éliminer les débris non broyés, la suspension est d’abord cen- 
trifugée 3 mn à 1 000 g et le surnageant obtenu est centrifugé de nou- 
veau à 6 000 g pendant 10 mn. Le culot de centrifugation est homogénéisé 
dans 20 ml de la solution utilisée pour le broyage et centrifugé de nou- 
veau 10 mn à 6 000 g. Le culot lavé est alors suspendu et homogénéisé 
dans 10 mi de la solution de broyage. I/ensemble des manipulations est 
mené à une température comprise entre o et 20. La suspension obtenue 
correspond aux mitochondries, colorables par le vert Janus. 

L'absorption d'oxygène est mesurée à l'appareil de Warburg, à une 
température de 180. 


; M | 
Les fioles contiennent 1 ou 2 ml d'enzyme Fe en glucose ou manni- 


tol, et = en Tris) ; 0,1 mi de SO,Mg 0,1 M ; 0,2 ml de succinate de potas- 


sium 0,1 M ; 0,2 mil de glucose M ; 1 ou 2 uM d’ATP et de l'eau pour com- 
pléter le volume à 3 ml. 

50 000 à 100 000 c/m de phosphore radioactif sont introduits dans un 
volume de 0,05 ml avec une quantité de phosphore non radioactif comme 
entraîneur inférieure à I . 

L'ATP utilisé était une préparation de « Schwartz » assez impure con- 
tenant, d’après nos analyses, environ la moitié de son adénine sous forme 
d'AMP, un quart comme ADP et un quart comme ATP. 

Les fioles sont refroidies dans la glace fondante pendant l’introduc- 
tion des différentes solutions. L'équilibre de température dans le Warburg 
est atteint en moins de 5 minutes. 

Les réactions sont arrêtées par addition de 0,5 ml de CIO,H (d x, 61) 
dans chaque fiole préalablement placée dans la glace fondante. Le con- 
tenu est ensuite amené à 10 ml avec de l’eau glacée. Après centrifugation 
de 5 minutes à 3 000 g, une partie aliquote du surnageant est neutralisée 
au pH-mètre avec KOH jusqu'à pH 3,0 et laissée 2 h dans la glace fon- 
dante. Après centrifugation pour éliminer CIO,K, une partie aliquote du 
liquide est amenée à pH 8 à 9 avec quelques gouttes de NH,OH N, puis 
introduite sur une colonne de Dowex 1 X 8,200-400 mesh, forme C1. Les 
diverses fractions phosphorées sont éluées par une technique (5) dérivée 
de celle de KHvm et COHN (6) à l’aide d'un collecteur de fractions. Nous 
recueillons successivement le P min. (fraction 2), les H. P. (fraction 3), 
l'AMP (début de fraction 4), l'ADP (milieu de fraction 4 et début de 
fraction 5), l'ATP (fraction 6, commence parfois à la fin de fraction 5). 
L'ensemble des fractions représente environ 600 ml et la séparation dure 8 
à 10 h, alors que dans la méthode originale de Kay et COHN, les fractions 
étaient recueillies dans 5 à 6 1 de liquide. 

Le contenu des tubes est analysé pour la radioactivité, la densité 
optique à 260 my et parfois pour le phosphore total. 
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La radioactivité est mesurée à l’aide d’échelles C. E. A. où M. E, S. 
C. O. et de compteurs de GEIGER-MULLER à fenêtre mince. Nous comp- 
tons pendant un temps déterminé. La somme des radioactivités des di- 
verses fractions recueillies correspond à 85 à 90 p. 100 de l’activité intro- 
duite sur la colonne. Etant donné le grand nombre de comptages, nous 
travaillons souvent avec 2 compteurs, de rendements différents. Aussi, les 
comparaisons sont-elles faites entre les pourcentages (pour chaque frac- 
tion) de l’activité totale extraite de la colonne. 


Résultats 


Dans un premier essai, les mitochondries de pois ont été étudiées en 
présence de succinate, de 2 uM d’ATP et de 15 uM de P min. La respi- 
ration était faible mais s’est maintenue pendant plus de 3 h (65 ulO, ab- 
sorbés en 1 h et 172 ul en 3 h contre 30 ul et 72 ul en l'absence de succi- 
nate). Avec la même préparation de mitochondries, nous avons refait 
l'expérience en apportant du *P. 

Le contenu d’une fiole a été fixé par CIO,H, avant de commencer 
les mesures d'absorption d'oxygène. Cela correspond à environ 5 minutes 
de contact des mitochondries avec les divers substrats.Le contenu d’une 
autre fiole a été additionné de CIO,H après 180 minutes d'expérience. 

La figure 1 donne les résultats des 2 fractionnements effectués sur 
le contenu des fioles. Nous trouvons qu’à froid, (A) alors que l’absorption 
d'oxygène doit être extrêmement faible, il y a échange de P entre le P min, 
PADEP et lATP. 

Pour 12 200 c/m extraits de la colonne, nous trouvons 9 500 c/m 
soit 78 p. 100 dans le P min, 1 000 soit 8 p. 100 dans l’ADP et 1 700 soit 
14 p. 100 dans l’ATP. 

Après 180 minutes, (B) une quantité notable de radioactivité apparaît 
dans les H. P. : 2 200 c/m sur un total de 11 600 extraits, soit 19 p. 100. 
Ii reste 75 p. 100 de l’activité dans le P min et seulement 4,5 p. 100 et 
1,5 p. 100 respectivement dans l’'ADP et l’ATP. Cette apparition d'H. P. 
est l'indice de la présence d’une hexokinase dans les mitochondries, ce 
que SALTMAN (7) avait déjà indiqué à propos de l'étude de cet enzyme 
dans divers végétaux. 

Comme la diminution d'activité du P min. dans cet essai est très 
faible, nous avons refait ces expériences en omettant d'ajouter du P min. 
non marqué, de manière à observer avec plus de netteté le marquage des 
composés phosphorés organiques. La seule présence de phosphate minéral 
endogène dans les suspensions de mitochondries diminue notablement 
l’activité oxydative de ces organites, cependant L'EHNINGER (8) a pu 
montrer que la phosphorylation qui accompagne l'oxydation du cyto- 
chrome € par la cytochrome oxydase existe même pour une concentration 
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de 6 105 M en phosphates. L'analyse a montré que la quantité de 
P min. endogène, dans nos expériences, était supérieure à cette concen- 
tration. 

La figure 2 donne les résultats obtenus dans ces conditions. Les me- 
sures d'absorption d'oxygène ont duré 51 minutes : en présence de succi- 
nate nous avons trouvé 118 ul O, et seulement 29 ul en son absence. 1uM 
de « ATP impur » était présente dans chaque fiole et les mitochondries 
étaient homogénéisées dans le mélange mannitol = Tris a 

La courbe À donne la radioactivité des fractions du contenu de la 
fiole initiale (5 mn à o°C). Nous trouvons que l’ADP et L’'ATP sont mar- 
qués dans ces conditions, comme nous l’avions vu précédemment. Pour 
100 de radioactivité extraite de la colonne le P min représente 05, l'ADP 
2et l ATP 3. 

La courbe B donne la radioactivité des fractions après incubation 
avec le succinate. Pour 100 de radioactivité extraite de la colonne, nous 
Hiouvons Pur — 6 HP —=SADP = 7et ATP — 82. 

Il y a donc intense phosphorylation oxydative et l’hexokinase pré- 
sente n'est pas suffisamment active pour transférer tout le P de l’'ATP 
sur les hexoses. 

La courbe C est obtenue en l’absence de succinate. Pour 100 de radio- 
activité extraite nous trouvons 86 dans le P min, 1 dans le HP, 6 dans 
l'ADP et 7 dans l’ATP. Par rapport à la fiole initiale, nous observons 
une légère incorporation de radioactivité dans l’'ADP et l’ATP et l’hexo- 
kinase a formé une faible quantité d’HP. La consommation d'oxygène 
obtenue, un quart de celle observée en présence de succinate, n’est pas 
couplée à une phosphorylation. En absence de succinate, et malgré une 
respiration endogène importante, nous n’observons pas de phosphoryla- 
tion oxydative mais plutôt une accentuation des phénomènes d'échange 
de P déjà observés à o°. 

D'autres essais nous ont donné des résultats analogues. Ie tableau I 
résume une expérience dans laquelle le temps d’incubation était va- 
riable, ainsi que l'apport de glucose. Les mitochondries avaient été pré- 
parées dans le Mannitol-Tris et la respiration mesurée avec 1 uM d'ATP. 


TABLEAU Î 
Pour 100 de radioactivité extraite 
Téne 10; UM glucose 
D absorbé des fioles E HP ADP ATP 
20° 48 oO 10 6,5 13 70 
20° 54 200 10 12,5 15,5 62 
60’ 138 200 8,5 26 15,5 50 
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Les hexoses phosphatés augmentent avec le temps et la présence de 
glucose, cependant l’activité de l’hexokinase est insuffisante pour trans- 
férer tout le P de l’ATP sur les HP. 

En l'absence d’'ATP, et en présence de succinate, nous avons trouvé 
une faible quantité d'HP (2 à 3 p. 100 de la radioactivité totale extraite, 
le reste étant uniquement la radioactivité du P min). Cela indique que 
les mitochondries contiennent des traces de nucléotides accepteurs de 
P min. et que la respiration observée est couplée à une phosphorylation. 
Dans ces conditions, l’activité de l’hexokinase est suffisante pour trans- 
férer sur les hexoses le P des nucléotides au fur et à mesure que ces der- 
niers sont phosphorylés. 

L'essai suivant, dont les résultats sont consignés dans les tableaux 
II et III, a été fait pour comparer l’action du milieu de broyage sur la 
phosphorylation. Des mitochondries a pois ont été préparées soit dans 


du glucose . soit dans du mannitol à —, en présence de Tris ee 


1’ tel est plus PT pour le glucose (55 ul) que pour le 
mannitol (25 ul) en 40 min. Ia composition des fioles est semblable à 
celle des essais précédents, elles contiennent 2 uM d’ATP. La quantité 
totale de nucléotides peut se calculer à partir de la densité optique (D. O.) 
à 260 my, en tenant compte du volume des fractions (10 ml). 


TABLEAU II 


Pour 109 de radioactivité extraite 


Pmin HP ADP ATP 
Fiole initiale NS Tris) 
PAIN AN OP ere eee 95 traces 0,5 4,0 
Fiole initiale Maistol Tris) 
PA AO RL. Le. etes 93:5 traces I 5,0 
Respiration en présence de succinate 
(Glucose, Tris) ....... 50,5 14,5 14,5 20,5 
ol (Mannitol, Tris) ...... 34,5 14,5 14,5 36,5 


L'analyse des résultats du tableau II montre que l'échange initial 
à o0 du ®P est déjà plus important pour le milieu au mannitol que pour 
celui au glucose. Après respiration, malgré une activité oxydasique plus 
faible des mitochondries préparées dans le mannitol, la phosphorylation 
est nettement supérieure à celle des mitochondries dans le glucose. Nous 
trouvons des quantités équivalentes d'HP formés tandis que la radioac- 
tivité de l'ATP est presque doublée dans le milieu au mannitol. 

L'analyse spectrophotométrique montre d’autres phénomènes impor- 
tants : il y a disparition des nucléotides totaux après respiration (13 et 
23 p. 100). Malheureusement, dans cette expérience, l'absorption à 260 mu 
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de la fraction non fixée sur la colonne n’a pas été faite. Dans d’autres 
essais, nous y avons constaté la présence de composés absorbants à cette 
longueur d'onde et qui sont certainement de l’adénosine provenant de la 
déphosphorylation de l’'AMP. 


TABLEAU III 


Densité Optique à 260 my, cuves de r cm (Beckman D.U.) 


D.O. . 100 de \ | 
Totaté "T DO: muet NP PROD LIRE 
Fiole initiale (Glucose, Tris)......... 2,840 100 1,400 0,720 |  o,720 
de (Mannitol, Tris)........ 2,805 100 1,325 (1,480) 
| 
Respiration en présence de succinate | | 
& (Glucose, Tris)....... 2,480 87 1,440 0,600 0,440 
| (Mannitol, Tris)...... 2,150 77 0,740 0,680 0,720 


Les résultats contenus dans le tableau III montrent que cette dégra- 
dation est plus importante pour les mitochondries préparées dans le man- 
nitol que pour celles provenant du milieu au glucose. Par contre, dans le 
milieu au mannitol l’'ADP et l'ATP restent constants, tandis que dans 
celui au glucose, l’'ADP et surtout l’'ATP diminuent notablement. Dans 
les deux milieux cependant, nous avons eu phosphorylation, comme en 
témoigne l’incorporation du *P dans l'ADP et l’'ATP. En revanche, si 
dans le mannitol, l'ADP et l'ATP ne varient pas, il y a disparition de près 
de la moitié de l'AMP. 


Discussion 


Nos différents résultats indiquent que des mitochondries de pois pré- 
parées dans des conditions 4 priori analogues, présentent des activités 
variables. Dans un cas, nous obtenons des phosphorylations très impor- 
tantes, 80 p. 100 de la radioactivité extraite de la colonne correspondant 
à la fraction ATP, 3 p. 100 à HP, et il reste seulernent 8 p. 100 de radioac- 
tivité dans le P min. Par contre, dans les essais du tableau II, il reste 
encore 34 et 50 p. 100 de radioactivité dans le P min. mais cette fois, 
14 p. 100 dans les HP. 

De ces expériences, il ressort que, préparées dans des conditions de 
tonicité généralement utilisées par divers auteurs, les mitochondries, 
outre la phosphorylation oxydative, présentent d’autres activités : hexo- 
kinasique, myokinasique (ou activité apparentée), se manifestant même 
à basse température, et en outre des activités «phosphatasiques » impor- 
tantes, ces dernières étant caractérisées par une dégradation des nucléo- 
tides. 
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Les diverses réactions observées peuvent ainsi se classer : 


ADP+ P + ATP phosphorylation oxydative. 
Hexose + ATP + ADP + HP hexokinase. 

ATP + AMP +2P apyrase. 

ATP —+ ADP + P (ATP ase) 

ATP + AMP > 2 ADP myokinase. 

AMP —+ adénosine + P nucléotidase. 


Des études non publiées, faites sur des mitochondries de foie, nous 


ont donné des résultats analogues. Quand les rapports à sont élevés, voi- 


sins de la théorie, la phosphorylation est active et en ajoutant de l’hexo- 
kinase, tout le P min est fixé finalement dans les H. P. La densité optique 
à 200 my des diverses fractions montre qu'après respiration, il y a augmen- 
tation de l’AMP, apparition d'ADP, et que l'ATP disparaît presque 
complètement (tableau IV). 


LA BPÉ AU NV 


. AMP 
D.0. Fraction 
totale adénosine AMP ADP ATP É AE 
To LEE) MS SEEN EE ES 7,45 0,40 1,25 o 5,80 
DÉCO En 100 5,5 16,5 o 78 04,5 
Respiration sans succinate 7,35 0,50 2,95 3,65 0,25 
DeMO0p rene br 100 7,0 40 40,5 3,5 03 
Respiration avec succinate 7,10 0,35 2,40 3,05 0,70 
DATOON SR 100 5,0 34 SI IO 95 


Dans la fraction adénosine, il n’y a pratiquement pasde changement, 


, . 1e LT 2 . 
ce qui indique l’absence de nucléotidase ; le Ô observé était de 1,7 pour 


la respiration en présence de succinate. 


: ; E ne 
Par contre, d’autres mitochondries de foie, dont le 6 est inférieur 


à x avec le succinate, ont donné les résultats suivants quant à la densité 
optique à 260 muy : 


TABLEAU V 
c AMP 
AMP ADP ATP | + ADP 
totale adénosine L ATP 
HAE EN PE error 7,560 0,600 0,500 I,150 5,300 
4 PA TOON en 100 8 6,5 15 70,5 02 
Respiration avec succinate 7,150 3,300 3,050 0,100 0,100 
D: 100... 100 46 51 1,5 1,5 54 
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Dans cet essai, malgré une phosphorylation oxydative qui a produit 
des H. P., nous voyons qu'il n’y a plus que 54 p. 100 de nucléotide repré- 


on ; 15 : 
senté principalement par de l’'AMP. Nous savons que le O est fonction 


de l'intégrité structurale des mitochondries. Si les mitochondries sont 
lésées lors de la préparation ou des mesures de respiration, certaines 
activités enzymatiques, masquées à l’état normal, apparaissent et per- 
turbent la phosphorylation oxydative. Ce sont ces phénomènes que nous 
avons observés dans nos suspensions de mitochondries malgré que Îles 
conditions de leur préparation semblent a priori analogues à celles utilisées 
par divers auteurs. Les faibles quantités de phosphate minéral que nous 
utilisons peuvent être une cause de destruction de la structure des mito- 


; L E * À 
chondries. L'EHNINGER a en effet remarqué que le © Pour l'oxydation du 


cytochrome € par les mitochondries variait de 0,59 pour 6 10 ° M de phos- 
phate à une valeur (extrapolée) de 1 pour les concentrations optima défi- 
nies par SLATER (8) (3 à 4 10 ? M). 

L'activité nucléotidasique que nous avons observée peut servir de 
critère pour la préparation et l’essai des mitochondries végétales. 

Nos recherches permettent également d'expliquer les basses valeurs 


P è 
des rapports o obtenues par les premiers chercheurs sur les mitochondries 


végétales, par de mauvaises conditions de tonicité et de co-facteurs, sans 
faire intervenir des propriétés particulières aux végétaux. HACKETT a 
montré au contraire que les travaux récents attribuaient aux mitochon- 
dries végétales les mêmes propriétés qu'aux mitochondries animales. 


Résumé 


L'incorporation de ®P dans les différentes fractions de phosphore 
estérifié a été étudiée par la méthode de séparation de KHvM et COHN 
adaptée à des micro-quantités de composés phosphorés. Les mitochon- 
dries étaient séparées par centrifugation fractionnée de broyats de pois en 
germination. L/'absorption d'oxygène des mitochondries est importante 
sans addition de substrat, mais augmente notablement en présence de 
succinate. 

109 En présence d'ATP et à o°, l'ATP devient radioactif en quelques 
minutes. 

29 Sans addition d'ATP exogène, il y a incorporation de #P dans les 
hexoses 6-phosphate. 

3° En présence d'ATP et de succinate, l’incorporation de #P est beau- 
coup plus grande dans les fractions ADP et surtout ATP que dans les 
hexoses phosphates. 
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Cette étude indique la présence d’hexokinases liées aux mitochon- 
dries et relativement peu actives dans la phosphorylation oxydative. 

Les résultats sont discutés en fonction d'expériences faites sur des 
mitochondries animales. 


Reçu pour publication le 30 janvier 1958. 
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SÉPARATION ET DOSAGE 
DES CAROTENOIDES FOLIAIRES 
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR CELLULOSE 


PAR 


CI. COSTES 
Station centrale de Physiologie végétale, Versailles. 


Jusqu'à maintenant, les caroténoïdes trouvés dansles feuilles des végé- 
taux supérieurs (particulièrement les Phanérogames angiospermes), 
appartiennent à deux groupes : 

— des hydrocarbures, dépourvus d'oxygène. Ce sont principalement 
les carotènes ; 

— des composés de structure très voisine des précédents, mais oxy- 
génés : on leur donne le nom général de xanthophylles. 


Rappelons simplement que le carotène $ se rencontre dans toutes 


les feuilles et que c’est le plus abondant des hydrocarbures. Au contraire, 
le carotène « n’est pas universellement répandu et il se trouve en très 
petites quantités dans les feuilles (1). Parmi les polyènes incolores, le 
phytofluène a été identifié dans plusieurs extraits foliaires (2) alors que le 
phytoène n’a été signalé que dans les feuilles de luzerne (3). Enfin, dans 
les feuilles jeunes et adultes, parmi les xanthophylles hydroxylées, la 
lutéine est toujours plus concentrée que la zéaxanthine, et la cryptoxan- 
thine n'existe qu’en très petites quantités. 

Le tableau I résume les caractères structuraux de ces corps. Ils ont tous 
un squelette commun, qui est celui des tétraterpènes. La présence d’une 
longue chaîne de doubles liaisons conjuguées dans leurs molécules rend 
bien compte de l'instabilité des caroténoïdes. Ces corps sont détruits en 
donnant des produits incolores, sous l’action des facteurs suivants : 

— températures élevées (à partir de 509€), 

— milieux acides, 

— oxydation, 

— lumière intense. 

La connaissance de cette fragilité doit guider toute tentative de sépa- 
ration quantitative de ces pigments . Nous avons donc été amené à recher- 
cher une méthode de dosage qui limite au minimum l'action de ces 
différents facteurs, depuis l'extraction jusqu'à la mesure de densité op- 
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tique au spectrophotomètre, tout en permettant une séparation de quan- 
tités assez faibles de pigment. D'autre part, le fait que les principales 
différences entre ces corps soient la présence ou l'absence de groupes -OH 
et -O nous a conduit à essayer de les séparer en familles de fonctions 
chimiques, sur un adsorbant hydroxylé. 


TABLEAU I 


Caroténoïdes foliaires (Angiospermes). 


re ; 
Nom Fonctions Structure & | Structure 8 Structure acyclique 
2 | | 
: | | Phytoène 
Polyènes incolores | | Phytofluène 
NN LeUTe sd 'Te'ae eose Carbures insaturés Pas ee ae Ses 'alle s etai sy rs à bee RL. e" Ne En EN Te RES 
Carotènes Carotène & | Carotène f | 
| | 
Monohydroxylées | Cryptoxanthine 
Xanthophylles sésnet ess sesveosselseseue ss seesscesee RER RE ; …... ERA SET 
Déshydroxylées Lutéine | Zéaxanthine | 
5-6 monoépoxydes | Epoxylutéine (1) | | 
RAR ASS Le Pit LR PRET 
| 
Xanthophylles 5-6 — 5-6" Se : 
époxydées diépoxydes Violaxanthine 
dot ee AT Ar dr A ME, | rs meetmec reine IS NN ENS ARR 
5-8 monoépoxydes|  Flavoxanthine 
Te FNAS 
Xanthophylles de structure inconnue rap À NÉ 


(1) Certains auteurs pensent que ces deux pigments sont identiques. 


Après avoir examiné les méthodes classiques d'isolement et de puri- 
fication des caroténoïdes, nous avons choisi la chromatographie sur cellu- 
lose. 


Procédés elassiques de purification 
des caroténoïdes par chromatographie. 


Jusqu'à présent, les méthodes de séparation des caroténoïdes par 
chromatographie d'adsorption ont été généralement mises au point en 
vue de l'obtention de pigments purs cristallisables. Peu d'auteurs ont pro- 
posé une méthode rapide, précise et reproductible, permettant de dresser 
un bilan quantitatif des caroténoïdes lors d’une étude physiologique. 

Dans un travail fondamental, KARRER (4) montre qu'il est possible 
de séparer : 

— Cryptoxanthine, carotène $ et carotène x sur hydroxyde de cal- 
cium, en développant avec du méthanol à 5 p. 100 dans l’éther éthylique. 

— Violaxanthine, flavoxanthine, zéaxanthine, lutéine et cryptoxan- 
thine sur carbonate de calcium, en développant également la colonne 
avec un mélange de méthanol et d’éther éthylique. 
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Cette technique est remarquable pour purifier un pigment afin de 
l'identifier mais elle se prête difficilement à un travail en série et portant 
sur de petits échantillons (extraits de 1 à 2 g de limbe foliaire ou extraits 
de chloroplastes). 

En 1938, H. SrRaAIN (5) utilise un mélange de magnésie et de célite 
(x/1) ; la colonne est lavée avec du dichloroéthane et le développement 
dure 14 heures. Ensuite la colonne est découpée mécaniquement et les 
bandes éluées individuellement, le pigment correspondant à chaque bande 
colorée étant dosé au spectrophotomètre. En dehors de la longueur de 
l'opération et du fait qu’elle nécessite de gros échantillons, cette technique 
présente un sérieux inconvénient : le dichloroéthane se décompose rapide- 
ment en libérant des traces d'acide chlorhydrique. Cet acide contribue 
d’une part à décomposer toutes les xanthophylles mais d'autre part il 
transforme la violaxanthine en flavoxanthine. Cette méthode ne peut donc 
prétendre être quantitative. Dix ans plus tard, H. SrraIN (6) propose une 
séparation sur une poudre de saccharose avec de l’éther de pétrole cor te- 
nant 0,5 p. 100 de propanol, comme éluant. La séquence des pigments est 
la suivante : néoxanthine, violaxanthine, flavoxanthine, chlorophylle b, 
lutéine et zéaxanthine, chlorophylle a, cryptoxanthine ; les carotènes 
n'étant pas adsorbés. Ici, l’adsorbant choisi permet une séparation rapide 
et la méthode est sans doute quantitative. 

D'autres auteurs (7-8) combinent plusieurs chromatographies succes- 
sivement sur hydroxyde de calcium, sur saccharose et sur magnésie. Ils 
finissent le dosage par colorimétrie en utilisant le carotène 5 comme éta- 
lon. Enfin, un auteur (9) sépare les carotènes, les chlorophylles, la « xan- 
thophylle » et la violaxanthine sur une colonne de magnésie et il prétend 
doser ces corps en mesurant l'épaisseur de la bande propre à chaque 
pigment. Cette méthode n’est pas valable, car même pour des colonnes 
de mêmes dimensions et contenant le même poids d’adsorbant, l’épais- 
seur d’un anneau coloré dépend de facteurs incontrôlables comme le degré 
de tassement et la vitesse d'écoulement du solvant en chaque point de la 
colonne. Tout au plus peut-on espérer une estimation. 

Récemment, R. E. Kay et B. PHINNEY (10) ont séparé quantitative- 
ment les caroténoïdes foliaires sur magnésie + célite (1/1), le développant 
étant constitué par un mélange de 2 volumes d’éther de pétrole avec 
1 volume d’éther éthylique. La séparation ne dure que 3 heures et isole la 
néoxanthine, la flavoxanthine, la lutéine, la violaxanthine, et les caro- 
tènes. Mais là encore il faut découper la colonne et éluer chaque pigment 
par l'alcool. 

D'une manière générale, tous les adsorbants proposés conduisent à 
des méthodes qui exigent : 

_— je séchage de a colonne en vue de son expulsion du tube à chro- 
matographie. Pendant ce séchage, de l'air passe au contact des pigments 
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adsorbés, donc « étalés » sur une grande surface et les oxydations aug- 
mentent considérablement ; 

__ Je découpage de la colonne et par suite la récupération de chaque 
pigment. Cette élution se fait à l'air, ainsi que la filtration et cela constitue 
une autre source de pertes par oxydation. 

De plus, tous les adsorbants, même purifiés, renferment des traces 
de métaux, comme le fer, susceptibles de catalyser les oxydations. Ce fac- 
teur ne cause que des pertes minimes, si les pigments restent peu de temps 
au contact de l’adsorbant, mais les méthodes classiques sur chaux et 
magnésie demandent au minimum 6 heures et peuvent atteindre jusqu'à 
12 heures. De plus, toutes ces oxydations sont accélérées par l'exposition 
à la lumière ; notamment pour les pigments possédant la structure x (4). 

Enfin, l'erreur relative due aux destructions de pigments pendant la 
séparation est naturellement plus grande si l'on sépare 1 mg de caro- 
ténoïdes que si l’on en sépare 100 mg. Pour la préparation d’une xantho- 
phylle à l’état pur, l'emploi du carbonate de calcium s'impose, car il 
assure une bonne résolution des caroténoïdes et il est possible de partir 
de 1 kg de matière fraîche (feuilles, fruits, fleurs, etc.). En revanche, dans 
une étude de physiologie, il est souvent nécessaire de faire des dosages 
sur I à 10 g de limbe foliaire, soit environ 0,2 à 2 mg de xanthophylle. 
C’est pour établir un bilan sur de si faibles quantités de pigments que 
nous avons recherché une méthode qui permît une réduction au mini- 
mum des temps d'exposition à l'air et à la lumière, pendant toute la durée 
du dosage. 


Méthode d’extraction. 


On pèse le poids p de l'échantillon foliaire. Il est ensuite placé 
1/2 heure à — 20%, à l'obscurité, dans un mortier, en présence de sable, 
d'acétone et de carbonate de calcium qui neutralise l'acidité cellulaire 
pendant le broyage. Cette partie de l'opération peut être remplacée par 
une fixation rapide dans l'azote liquide. Puis, on broie, et l’on pratique 
une extraction par l’acétone jusqu'à décoloration complète de la pulpe. 
L'extrait est filtré sur verre fritté n° 2. Pour l'extraction et le rinçage, il 
faut 100 ml d’acétone par gramme de feuille. Pendant toute cette opéra- 
tion, le mortier est placé dans un bain à o0C et il faut travailler à l'abri de 
la lumière. 

La solution acétonique est alors traitée par une solution aqueuse de 
potasse à 15 p. 100, de façon que la solution finale contienne 80 p. 100 
d'acétone. Cette solution est abandonnée au moins 12 heures, dans un 
réfrigérateur : il se produit une destruction des chlorophylles et une sapo- 
nification à froid des esters des xanthophylles. 

Les caroténoïdes sont ensuite transférés dans l’éther de pétrole 
(E — 400-600€). La solution éthéro-acétonique obtenue est lavée avec 
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une solution aqueuse de CINa à 20 p. 100. Cette solution salée évite la 
formation précoce d’émulsions. Après lavage, la solution éthéro-pétro- 
lique ne contient pas plus de I p. 100 d’acétone : cela suffit pour maintenir 
en solution toutes les xanthophylles. Cette solution est séchée sur sulfate 
de sodium anhydre et concentrée par évaporation sous vide, à l'abri de la 
lumière. 


Séparation chromatographique sur cellulose. 


Pour un échantillon foliaire de 0,5 à 5 g environ, il faut une colonne 
de 13 mm de diamètre intérieur, contenant 6 g de cellulose sur une hauteur 
de 100 mm. La colonne doit être entourée de papier noir. Elle est d’abord 
lavée avec 50 ml d’éther de pétrole redistillé (402-600), puis la solution de 
caroténoïdes est versée sur la cellulose. Le liquide d’élution, à la sortie dela 
colonne, est fractionné en volumes égaux de 2 ml par un siphon. Chacun 
de ces volumes est recueilli dans un tube calibré optiquement. Les densités 
optiques sont lues au colorimètre Coleman ou au Beckman B, à la longueur 
d'onde d'absorption maximum de chaque fraction. 

L'élution se fait progressivement, mais par paliers, le pourcentage 
d’acétone dans l’éther de pétrole augmentant d’une façon discontinue. 
On obtient les fractions À, A”, B, B’, Cet D (fig. 1 et 2). L'avantage d'une 
telle séparation en volumes égaux est de permettre de déceler de très 
faibles quantités de pigments, qui ne forment pas une bande visible à 
l'œil. C’est le cas de la fraction A’ et de 2 fractions sortant entre C et D 
et que nous n'avons pu identifier, la quantité dont nous disposions étant 
trop petite. 

Il est possible d'utiliser deux méthodes : 


Méthode I 
Solvants Volumes Fractions 
Ether de pétrole (40° — 602) .......... 20 ml A 
Ether de pétrole + acétone 3 %...... 100 ml A’ —B 
Ether de pétrole + acétone 4 %.:.... 25 ml 1 
Ether de pétrole + acétone 7 %...... 50 ml GE 
Ether de pétrole + acétone 10 %...... 60 ml D 


Méthode II 


Ether de pétrole (409 — 600)..." 20 ml A ! 
Ether de pétrole + acétone 4 %...... 100 ml A'—(B + B') 
Ether de pétrole + acétone 7 %...... 50 ml C 
Ether de pétrole + acétone 10 %...... 50 ml D 


La méthode II est préférable pour les solutions peu concentrées de 
pigments. 


Identification des fractions 


L'identification des fractions, après purification, a été menée à bien 
par l'étude des spectres dans plusieuts solvants, des réactions colorées et 
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du comportement chromatographique sur magnésie. L'ensemble des résul- 
tats figure dans le tableau II. 

r° La fraction A est constituée par le carotène % (fig. 3). Une étude 
plus précise a montré que les carotènes + et $ ne sont pas séparables dans 
ces conditions. 


Vensites optiques 


1000 


Feuilles de tomate 


= — Feuilles de tabac 


d'ou en le, 4% :,.17%22e10 % Pourcentage. d'ucétons 
dans l'éther de pétrole 


FiG. 1. — Séparation des caroténoïdes foliaires. 
Les densités optiques sont lues à 4500 À pour A et A’ 
4450 À pour B, B' et C 
4360 À pour D. 


29 La fraction B est formée principalement de lutéine (fig. 4). Dans 
les extraits de feuilles de Tomate qui ont servi à nos expériences, une 
nn sur MgO (développant : hexane + éther éthylique 2/1) 
n'a pas permis une séparation meilleure de la fraction B. Mais nous avons 
vérifié que la zéaxanthine sort de la colonne en même temps que la lutéine, 


dans la fraction B. Cette fraction est donc constituée par les caroténoïdes 
dihydroxylés. 


ZA 
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3° Sur magnésie, la fraction C se résoud en deux bandes C, et €, que 
les spectres (fig. 5) permettent d'identifier respectivement à la violaxan- 
thine et à la flavoxanthine. La fraction C groupe les caroténoïdes hydroxy- 


Densités optiques 
A 


1,000 


0,500 


50 100 150 — 2b0 
Volume d'éluant en mL. 
4% 7% . 10% Pourcentage d'acétone 


dans l'éther de pétrole 


Fic. 2. — Séparation des caroténoïdes de feuilles de Tomate. 


lés et époxydés. Ces corps donnent bien une coloration bleue en présence 
d'acide chlorhydrique. 
4° Les fractions À’ et B’ n’ont pas été identifiées avec autant de 


certitude. 
La forme du spectre (fig. 3) et les longueurs d'onde des maxima 


d'absorption (4240 À-4 470À-4 750 À) permettent de rapprocher A’ 
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0,500 


0,400 


0,200 


0,100 


4000 4250 4500 4750 4200 4400 4600 4800 
Longueurs d'onde en À 
Fic. 3. — Spectres des fractions À et A’ dans l’hexane (E — 69°C). 


carotène f. 
cryptoxanthine + phéophytine a. 


[M 


A! 


0,200 


4 —t— 
4000 4200 4400 4600 4800 
Longueurs d'onde en À 


F1G. 4. —- Spectres des fractions B et B’ (éthanol à 95 %). — B = lutéine. — B' = isolutéine. 
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d'un carotène. Mais la chromatographie de A’ sur plaque d’acide silicique (*) 
(chromatoplate) montre que ce caroténoïde est différent : 

— des carotènes « et 5 et du lycopène, 

— des autres xanthophylles, notamment de la lutéine. 

Le même comportement est retrouvé après chromatographie sur 
magnésie. 

I s’agit vraisemblablement de la cryptoxanthine, identifiable alors 
par ses maxima d'absorption, si l’on tient compte du fait que dans 
l’hexane (E — 690C) ces maxima sont déplacés de 40 À à 50 À vers les 
petites longueurs d'onde, par rapport aux maxima indiqués dans l’éther 
de pétrole (E — 800-1000€). Dans cette hypothèse, la fraction A’ serait 
formée d’un caroténoïde monohydroxylé. 

La fraction B’ qui ne forme qu'une bande par chromatographie sur 
MgO (hexane + éther éthylique 2/1), présente les propriétés suivantes : 

— par sa forme, son spectre d'absorption est superposable à celui 
de la lutéine et il est morphologiquement différent de celui de la violaxan- 
thine (fig. 4 et 5) ; 

— les longueurs d'onde des maxima d'absorption sont ceux indiqués 
par GOODWIN (1) pour l’isolutéine. Elles sont différentes de celles de la: 
lutéine ; 

— sur des « chromatoplates » d'acide silicique (*), B’ migre avec la 
même vitesse que la lutéine, mais se montre différente des époxydes 
qu’elle précède ; 

— Ja fraction B’ ne donne pas de réaction positive avec CIH concentré 
où CIH à 20 p. 100. Cela peut traduire l'absence d’une fonction époxyde 
dans la molécule de ce corps. 

En résumé, cette fraction qui n’est ni la lutéine, ni la violaxanthine 
semble assimilable au pigment que STRAIN a appelé isolutéine (5) et dont 
la structure est inconnue. 

5° La fraction D est également constituée par un pigment de struc- 
ture inconnue, la néoxanthine, identifiée par ses spectres dans l’éthanol et 
dans le sulfure de carbone (fig. 6). 

Le spectre ultra-violet de cette fraction dans l’éthanol présente : 

— un maximum d'absorption à 2 250 À et à 3 280 À. 

— deux maxima d'absorption voisins, à 2 540À et 2 600 À. 

Généralement la bande d'absorption à 2 250 À traduit une structure 


du type 
# — CH = CH — C = CH — 


| 
CH, 


La présence de cette bande permet de penser que la néoxanthine 
possède une chaîne polyénique méthylée, comme les autres caroténoïdes. 


(*) Travail non publié. Nous remercions M. E. LEDERER qui nous a fait connaître cette technique. 
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log 2 


0,175 


0,150 


: 4300 4600 
Longueurs donde en À 


FiG. 5. — Spectres des composants de la fraction C (éthanol à 95 %). — C; — violaxanthine. — 
C9 = flavoxanthine. 
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FiG. 6. — Spectres de la néoxanthine (D). — 1) Dans l’éthanol à 95 %. — 2) Dans le sulfure 
de carbone. « 
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Les autres maxima d'absorption sont sans doute dûs à des impuretés qui 
pourraient contenir la vitamine K, (2 600 À-3 280 À) (**). 

En résumé : l'identification des fractions montre que la cellulose 
adsorbe les caroténoïdes avec des énergies croissant dans l’ordre suivant : 

— carotènes, | 

— cryptoxanthine, 

— lutéine, zéaxanthine, 

— jisolutéine, 

— violaxanthine, flavoxanthine, 

— néoxanthine. 

En d’autres termes, la cellulose n’adsorbe pas les hydrocarbures mais 
retient les caroténoïdes d'autant plus fortement qu'ils possèdent plus d'hy- 
droxyles, ceux contenant en plus un ou plusieurs ponts époxydes étant les 
plus adsorbés. 

Dosage. 


Les fractions À et A’ sont dosées à la longueur d’onde de 4 300 Àet 
leur concentration est exprimée par référence à une courbe d'étalonnage 
tracée à partir d’une solution de carotène 3. 

L'absorption des fractions B, B’'et C est mesurée à 4 450 À et tra- 
duite en concentration à l’aide d’une courbe d'étalonnage construite avec 
du carotène « en solution dans l’hexane. | 

Enfin, la concentration de la fraction D se mesure à 4 360 À, la 
néoxanthine servant elle-même d’étalon. 

La somme des densités optiques lues pour tous les tubes d’une frac- 
tion permet de mesurer la concentration en pigments. Une série d'essais 
portant sur la même solution n’a donné aucun écart supérieur à 2 p. 100 
sur la somme des densités optiques de chaque groupe. Or, les mesures de 
densité optique étaient faites à 2 p. 100 près. La méthode se montre done 
très reproductible. 

Pour la fraction €, il est possible de doser la violaxanthine et la 
flavoxanthine dans le mélange ; il suffit de recueillir chaque volume de la 
fraction € dans une cuve carrée de 1 cm de côté et de faire les lectures de 
densité optique à 4 480 À et 4 700 À, au Beckman B. Les coefficients E; # 
donnés (1-11) pour l'éthanol, sont valables pour le liquide d’élution, les 
spectres dans ces deux solvants étant très voisins. Pour une épaisseur de 
1 cm et si x et y sont les concentrations de la violaxanthine et de la flavo- 
xanthine en g pour 100 ml. 

Dyygo = 2280 + 2450x 
Dyyoo = 320 — 2350x. 


à Ay2s Il convient era . me qu'aucune des fractions identifiées n’est re Tout au long 

e la colonne, on rencontre les lipides insaponifiables incolores extraits des feuilles : ci é 

(absorption à 2600 À-2700 À). rs 
ea 5 ea ” Le Li A à l'on A d’ailleurs avec tous les adsorbants, doit rendre 

prudent dans l'application de la chromatographie à la séparation des pigments liposo 

or ever I pigm posolubles marqués 
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et 
X — 0,00049 Dy799 — 0,000069 D 480 
Y = 0,00051 Digg — 0,00053 D,760- 


Dans ces formules, Dy60 t Duso représentent les sommes respectives 
des densités optiques lues aux deux longueurs d'onde indiquées, pour 
chaque tube de la fraction € (cuves de 1 cm). 


Conclusions. 


L'emploi de cette méthode demande de 4 à 5 heures, et l'oxygène de 
l'air et la lumière n’exercent aucune action appréciable sur les pigments 
depuis l'extraction jusqu’au dosage. D'autre part, l'extraction ou les éva- 
porations à chaud ont été bannies. Les isomérisations et les pertes par 
photooxydation sont donc réduites au minimum. 

Par ailleurs, le fractionnement de l'élément en petits volumes égaux 
permet de voir à coup sûr des zones qui pourraient ne pas apparaître à 
l'œil, en dessous d’une certaine concentration. Nous avons ainsi pu nous 
rendre compte de la complexité du mélange des caroténoïdes foliaires, 
signalée par STRAIN : en effet, un certain nombre de petites fractions n’ont 
pas été identifiées. s 

Malgré ce fractionnement, la méthode se montre reproductible. 

L'inconvénient majeur de cette séparation sur cellulose est de ne pas 
réaliser une résolution totale des caroténoïdes. Mais elle permet une sépa- 
ration en groupes chimiques homogènes : carbures, caroténoïdes mono- 
hydroxylés, dihydroxylés et époxydés. Il est ainsi possible de dresser un 
bilan quantitatif de ces groupes et d'étudier le métabolisme de l’oxygène 
dans ces caroténoïdes. 

Ajoutons enfin que de petites quantités de pigments peuvent être 
séparées quantitativement, ce qui permet d'effectuer des extractions à 
partir des chloroplastes eux-mêmes. 


RÉSUMÉ 


Nous proposons une méthode de dosage des groupes de caroténoïdes 
foliaires après séparation par chromatographie sur cellulose. Les pigments 
se séparent dans l’ordre suivant : carotènes, cryptoxanthine, lutéine + zé- 
axanthine, isolutéine, violaxanthine + flavoxanthine, néoxanthine. 

L'éluant est fractionné en volumes égaux, qui sont recueillis par un 
collecteur et les pigments sont dosés spectrophotométriquement dans 
chaque fraction. Les pertes par oxydation sont ainsi réduites au minimum. 

Une formule de dosage de la violaxanthine et de la flavoxanthine en 
mélange est donnée. 
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IL — INTRODUCTION 


L'influence de la teneur en azote du milieu de culture sur le dévelop- 
pement des organes aériens et souterrains de la plante, a été signalée de- 
puis longtemps déjà. En 1922, TURNER observait que la production de 
matière sèche par des cultures d'orge conduites sur sable et alimentées 
par des solutions nutritives diluées, est fonction de la concentration en 
azote de ces solutions. L,'azote était introduit dans ces essais sous forme 
nitrique, à des doses variant de 40,5 à 810 p.p.m. La production de parties 
aériennes passe par un maximum pour 405 p.p.m., alors que le poids sec 
de racines diminue quand l'azote augmente dans le milieu de culture, 
parties aériennes 


> £ 
et le rappor CRE 


augmente avec la teneur en azote des 


solutions. 

L'augmentation, absolue et relative, de la production de parties 
aériennes avec la teneur en azote du milieu de culture, a été confirmée 
depuis, par de nombreux chercheurs [SIDERIS et VOUNG (1946) sur Ananas 
comosus I, ; MULDER (1949) sur Pisum sativum L}, sur sable (REID 
(1933) sur Agrostis palustris ; SPRAGUE (1934) sur Agrostis tenuis L ; 
CHAPMAN et LIEBIG (1937) sur Citrus sinensis ; LOUSTALOT et WINTERS 
(1948) sur Cinchona ledgeriana] ou sur sol [BARNES (1936) sur Daucus 
carota L,, PINCK et ALLISON (1947) sur Sorghum vulgare L,, et TROUGH- 
TON (1956) sur Lolium perenne I, et Phleum pratense I]. 

L'accord est moins absolu en ce qui concerne la réaction du système 
radiculaire. Les divergences observées viennent du milieu de culture 
utilisé : la texture physique du milieu, l’aération, l'humidité étant autant 
de facteurs modifiant la croissance des racines. Tous les essais conduits 
sur sable ou en milieu liquide, s'accordent à montrer une relation inverse 
entre le développement relatif du système radiculaire et la teneur en 
azote du milieu (celui-ci étant introduit dans la solution nutritive sous 
forme nitrique ou sous forme ammoniacale). Les essais sur sol en place, 
quoique peu nombreux, démontrent une action faible mais positive de 
l'azote sur le développement du système radiculaire (BARNES, PINCK et 
ALLISON, TROUGHTON). Nous pensons que ces résultats peuvent s’expli- 
quer en premier lieu par la difficulté de récupération des racines dans les 
sols en place, d'autant que la distribution des racines est profondément 
modifiée par la teneur du milieu en azote : alors qu’en milieu carencé, on 
observe une élongation des racines qui pénètrent très profondément dans 
le sol, en milieu riche en azote, les racines sont localisées dans l'horizon 
superficiel. Il peut résulter de ce fait une incomplète récupération dans le 
premier cas. De plus, les essais conduits dans les sols en place, comportent 
des additions d'azote sous formes diverses, uréique ou ammoniaco-nitrique. 
Le seul essai effectué avec apport d'azote nitrique [GOEDEWAAGEN (1952)] 
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donne des résultats comparables à ceux obtenus sur sable avec la même 
forme d'azote. Il est donc permis de penser que la diminution relative de 
développement du système radiculaire est la conséquence d’une con- 
centration excessive en ions nitriques. 

L'étude comparative des formes d’azote, essentiellement nitrique 
et ammoniacale, dans leur incidence sur la biochimie de la plante, a été 
abordée par de nombreux chercheurs. Les renseignements dont on dis- 
pose quant à leur action sur le développement du végétal sont beaucoup 
plus réduits. SPRAGUE (1934) compare les productions respectives de 
parties aériennes et de racines de cultures d’'Agrostis tenuis cultivé sur 
sable et alimenté par des solutions renfermant, soit du sulfate d’ammo- 
num, soit du nitrate de calcium. Quelle que soit la forme d’azote, la 
production de racines diminue avec la concentration de la solution en 
cet élément. La production de parties aériennes varie peu avec la teneur 
en azote de la solution, mais est beaucoup plus élevée en milieu nitrique 
qu'en milieu ammoniacal. Il en résulte un plus fort pourcentage de ra- 
cines en milieu ammoniacal. 

En 1939, DARROW obtient des résultats semblables avec le Poa pra- 
tensis. SIDERIS et VOUNG (1946) travaillant sur Ananas comosus I, 
observent également une diminution de production de racines avec une 
augmentation de la teneur en azote du milieu de culture, que celui-ci 
soit introduit sous forme nitrique ou sous forme ammoniacale. La pro- 
duction est toutefois plus faible en milieu ammoniacal. Pour les parties 
aériennes, ces auteurs enregistrent une augmentation de production avec 
la teneur en azote du milieu, mais, alors qu’à faibles doses, les ions NH“ 
déterminent une plus importante production de matière que les ions NO:, 
c’est l'inverse qui se produit aux concentrations élevées. Deux faits se 
dégagent de l’ensemble de ces travaux : 

19 La moindre production de matière végétale en milieu ammo- 
niacal, qui traduit la difficulté d'utilisation des ions NH} par les plantes ; 
seules certaines espèces peuvent, dans des conditions de milieu bien dé- 
terminées, se développer normalement sans autre source d’azote que de 
l'azote ammoniacal. 

29 Ia différence de développement relatif du système radiculaire 
dans l’ensemble de la production, suivant la source d'azote que l’on met 
à sa disposition. Ce fait semblerait mettre en évidence une influence 
possible de la forme d’azote sur l'équilibre parties aériennes-racines. Cet 
équilibre a une importance toute particulière dans les conditions naturelles 
de culture : le système radiculaire ne peut assurer un approvisionnement 
suffisant de la plante en éléments minéraux que dans la mesure où il 
explore un volume de sol suffisant. Le rôle des organes souterrains dans le 
maintien du taux de matières organiques du sol doit également dans cer- 
tains cas être pris en considération. 
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En culture sur sable le problème est différent, mais tout aussi 
primordial. Dans ces conditions de milieu, l'effet tampon du sol n’inter- 
venant plus, le développement de la plante est essentiellement condi- 
tionné par la quantité d'azote qui est mise à chaque instant à sa dispo- 
sition. Or, l'examen des formules proposées atteste d’une très grande 
variabilité dans les concentrations des éléments essentiels et de l'azote 
en particulier. Cette variabilité, souvent imposée par les besoins de l'ex- 
périence, mérite cependant d’être prise en considération dans l’interpré- 
tation des résultats expérimentaux. I1 est pratiquement impossible de 
préciser la concentration optimale en azote d’une solution nutritive 
pour une espèce donnée, les rendements étant sous la dépendance d'un 
certain nombre d’autres facteurs, néanmoins il nous a paru intéressant 
de délimiter une zone de concentration assurant une alimentation azotée 
suffisante et telle qu'un gradient de concentration, à l'intérieur de cette 
zone, n’affecte pas de façon notoire le rendement en matière fraîche. C’est 
dans ce but qu'a été entrepris le présent travail. Nous avons été amené 
à apporter quelques précisions sur l'incidence des formes d'azote sur les 
rendements et sur le développement comparé des organes aériens et sou- 
terrains. 

Nous avons étendu notre expérimentation au Dactylis glomerata I.. 
et à Zea mays L,. pour comparer la réaction des deux espèces aux variations 
de concentrations et de formes d'azote dans la solution nutritive. 


I. — MATÉRIEL ET MÉTHODE 


Dispositif expérimental. 


Nous avons été obligé d'adapter notre système de culture sur sable, 
aux espèces étudiées. 

En effet le dispositif de solution coulante implique, pour un dévelop- 
pement homogène des plants, une distribution circulaire des jeunes plan- 
tules autour du point de chute de la solution. Cette condition, facilement 
réalisable avec des espèces comme le maïs que l’on repique après germi- 
nation, ne saurait être remplie pour des espèces à petits grains que l’on 
sème en place. C'est la raison pour laquelle nous avons adopté pour les 
cultures de Dactyle, le dispositif suivant : 

Des pots en polyéthylène percés d’un orifice à leur partie inférieure, 
sont remplis de sable siliceux jusqu'à 3 em environ de leur bord supé- 
rieur. On sème une quantité connue de graines (3 g par pot, dans nos 
essais), que l’on recouvre d’une mince couche de sable. On dispose sur ce 
sable un filtre à plis, qui, étalé, recouvre exactement la surface du pot. 
On arrose et on étire à la surface du papier filtre, une couche de laine de 
verre de 1 cm environ d'épaisseur. Ce dispositif qui maintient à un taux 
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d'humidité convenable, la partie supérieure du sable où se trouvent les 
graines, nous a permis d'obtenir une germination homogène et tout à fait 
satisfaisante des semis de Dactyle. Cette couverture est retirée dès que 
les tiges ont atteint 1/2 à 1 em de haut, et les pots sont alors arrosés avec 
les solutions nutritives à raison de 100 cc. par pot et par jour. La solu- 
tion qui draine par l'ouverture inférieure du pot, est repassée sur le sable 
dans le courant de la journée. 


Traitements 


Les traitements présentant quelques variations d’un essai à l’autre, 
nous les préciserons au cours de l’analyse de chacun des essais. 


Récolte. 


La récolte a été effectuée pour les différents essais selon le même 
processus. 

Les parties aériennes sont coupées au niveau du collet, dans les pots 
en place. Elles sont pesées fraîches et on détermine sur une partie ali- 
quote, la teneur en eau par séchage à l’étuve. Le reste des échantillons est 
conservé pour l'analyse ultérieure. 

Les pots sont alors renversés dans une quantité d’eau suffisante pour 
permettre après agitation, la séparation du sable et des racines. L'eau est 
décantée par passage sur un tamis qui retient la totalité des racines. 
Celles-ci sont essorées entre deux feuilles de papier filtre épais et pesées 
à l’état frais. Comme pour les parties aériennes, la teneur en humidité 
est déterminée sur une partie aliquote, le reste de l'échantillon étant 
conservé pour l'analyse. 


Expression des résultats. 


Nous exprimerons tous nos résultats en poids frais. En effet, comme 
nous le verrons, la détermination de la perte de poids au séchage n’a pas 
fait apparaître de différence significative dans la rétention en eau des 
tissus, suivant le traitement. 


III. — RÉSULTATS 


A. — ESSAIS SUR DACTYLIS GLOMERATA L 


Nous avons, avec cette espèce, procédé à deux séries d'essais. 

La première série a été effectuée de novembre à janvier, la seconde 
au printemps. 

En effet, il a été mis en évidence par KAUTER (1933) que le pour- 
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centage du poids total de la plante, représenté par les racines, varie avec 
la température ; c’est ainsi que pour le Dactyle, la plus grande propor- 
tion de racines est produite aux températures les plus élevées. Il nous 
a donc paru intéressant de confirmer les résultats à deux époques diffé- 
rentes de l’année. 


Premier essai (Dacetylis glomerata L., souche 49 V 153). 


Ce premier essai d'orientation a été mis en place au mois de no- 
vembre et la récolte a été effectuée huit semaines après la levée. La tem- 
pérature moyenne au cours de cette période a été de 10°C. Il comporte 
quatre traitements avec trois répétitions par traitement, soit en tout 
douze pots de culture. 

La concentration des solutions nutritives varie de N/70 à N/40 suivant 
les traitements, avec des teneurs en azote de 1-5-15 et 17 m.e. par litre. 
Ces teneurs en azote correspondent à des apports au sol de l’ordre de 8,4- 
42-126 et 142,8 kg d'azote à l’hectare, respectivement. 

Dans les trois premiers traitements, l’azote est apporté sous forme 
exclusivement nitrique, alors que dans le dernier, il y a 11 m.e. d'azote 
nitrique pour 6 m.e. d'azote ammoniacal. Dans toutes nos solutions, les 
pH ont été ajustés à la même valeur (pH — 6,5). 

Les résultats obtenus pour la moyenne des trois répétitions, sont con- 
signés dans le tableau I. 

TABLEAU I 


Influence du taux d'azote de la solution nutritive 
sur le développement du Dactyle (premier essai). 


Rendement en grammes (1) |Pourcentage de R 
: . à ids is i apport 
Traite- Concentration en N de la! dé end Vin te aan Partie 
ments solution (par litre) rt | = aériennes : 
parties racines | Total | (2) Ecart racines 
aériennes type 
PAT 1 m. e. NOs 17,3 21,5 38,8 55,4 1,7 0,81 
LA OS 5 m. €. Sn 308 25,6 56,4 45,3 0,3 1,20 
CP 11 mie. s 51,6 10,7 62,2 17,2 0,0 82 
(+6 m. e. NH) , dl 3 3 4 
INT 15 m. e. NO, 44,0 15,0 50,0 25,4 1,8 2,93 


3) Moyenne des trois répétitions. 
?) Plus petite différence significative (P = 0,001) 3,2. 


De l'examen de ce tableau il ressort que : 

1° La production totale de matière fraîche augmente avec la teneur 
en azote de la solution nutritive, le maximum de rendement étant obtenu 
avec la solution ammoniaco-nitrique. Nous retrouverons, au cours des 
essais suivants, cette action stimulante de l'azote ammoniacal, quand la 
nutrition nitrique est elle-même assurée. 
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29 Si l’on analyse séparément les variations en poids frais des par- 
ties aériennes et des racines, on observe que l'augmentation du taux 
d'azote détermine à tous les niveaux, une augmentation de la matière 
verte. Par contre, au niveau des racines, l'augmentation du taux d’azote, 
pour les plus faibles doses, se traduit par une légère augmentation du poids 
des racines, puis, aux doses plus élevées, par une brusque chute de pro- 
duction. 

Il résulte de cela que l’on observe, à tous les niveaux, une diminu- 
tion très marquée du pourcentage des racines dans l’ensemble de la pro- 
duction de matière fraîche. 

Dans le traitement III, la présence d'azote ammoniacal diminue, de 
façon sensible, la proportion de racines dans l’ensemble de la production. 


Deuxième essai (Dactylis glomerata L., souche SIT). 


À la lumière des résultats précédents, nous avons complété la gamme 
des traitements pour mettre en évidence la concentration en azote four- 
nissant le rendement maximum et comparer le rôle des ions ammonium 
et des ions nitriques dans la production totale de matière fraîche et dans 
l'équilibre parties aériennes-racines. 

Le présent essai comporte donc sept traitements groupés dans le 
tableau suivant : 


Traitements I IT III IV V VI VII 
Concentration en N en m. e./l ........ I : 5 5 5 10 15 
Forme 
NOR OS ESS ARE MOT A ES EE I 4 5 2 — 10 15 
is AE Abo an off 00 CO CU CAO 3 5 — — 
Concentration totale de la solution en 
HR EL APE nee NE NE Apr e 10 10 TO II 13 15 19 


Les semis ont été effectués en mai et la récolte a eu lieu en juillet 
selon le processus indiqué plus haut. Chaque traitement comporte quatre 
répétitions et les résultats sont exprimés en poids de matière fraîche 
récoltée. Pendant la période de culture, la température moyenne s’est 
située aux environs de 250C. 


Résultats. 


1° Action de doses croissantes d'azote nitrique dans la solution nutritive. 


Les résultats sont groupés dans le tableau IT. 

Il ressort de l'examen de ce tableau que : 

a) La production totale de matière fraîche croît progressivement 
avec la teneur en azote nitrique de la solution nutritive jusqu’à la con- 
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centration optimum de 10 m. e. de NO, par litre de solution. Au-delà de 
cette concentration, elle diminue de façon sensible. 


TABLEAU II 


Action de doses croissantes d'azote mitrique 
dans la solution nutritive sur le développement du Dactyle. 


Rendements (1) Pourcentage del Parties 
; NO en gr. poids frais racines | aériennes 
Traite-|,, e./l 
ments | &’\ ; : : 
S. N. : Parties Somme {écart type del o Écart Raci 
acines £ ; ; Racines 
| AIRES aériennes |(R + P. A.)|! la somme type | & 
ÉRE TA I 21,0 14,75 257502) o,1 58,70) 1,64 0,7 
Te 3. | 26,5 26,9 53:4 ZT | 49,3 1,41 I,0I 
IT... 5 2751 30,3 66,4 | 2,4 [40,8 | 31 1,45 
MU re 10 26,0 97,9 123,9 9,5 21,0 3,9 3,9 
VIT. 15 14,0 83,6 97,0 4,4 14,3 2,2 6,1 


(2) Moyenne des quatre répétitions. 
(2?) Plus petite différence significative (P — 0,001) 6,1. 
(8) Plus petite différence significative (P — 0,001) 3,37. 


b) La production de matière verte augmente également avec la te- 
neur en azote du milieu et passe par un maximum pour la même con- 
centration de 10 m.e. d'azote nitrique par litre de solution nutritive. 

c) La production de racines suit une évolution différente, elle croît 
quand la teneur en azote nitrique passe de I à 3 m.e., puis elle se maintient 
sensiblement constante et décroît quand la concentration en azote passe de 
10 à 15 m.e. par litre. 

Quand la concentration en azote nitrique dans le milieu augmente, 
on note une importante diminution du pourcentage de racines dans l’en- 
semble de la production de matière fraîche ; alors qu’à la plus faible dose 
d'azote (1 m.e./l. de solution) les racines représentent plus de la moitié 
de la production totale, elles ne constituent plus que 14,3 % de la ma- 
tière fraîche récoltée, quand la teneur en azote nitrique de la solution 
atteint 15 m.e. par litre. 

Ces résultats confirment ceux de l'essai précédent bien que les va- 
leurs du rapport parties aériennes/racines soient plus élevées à égalité 
d'azote nitrique, surtout pour 15 m.e. Les différences de durée, de tem- 
pérature, d'éclairement et de souche ne permettent pas de détailler ce 
point que nous reprendrons dans une expérimentation ultérieure. 


29 Incidence comparée de la concentration en NO, 
et de la concentration en NH, sur le rendement du Dactyle. 


Les résultats des traitements IIT, IV et V sont consignés dans le 
tableau IIT. La concentration totale en azote est constante et égale à 
5 m.e. par litre. Ia forme d'azote seule change. 
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La comparaison des rendements partiels et des rendements totaux 
pour les trois traitements de notre essai, met en évidence une action 
particulièrement nette de l'azote ammoniacal sur l'équilibre parties 
aériennes-racines du Dactyle. Ainsi, nous avons vu qu'une carence en azote 
nitrique dans le milieu se traduit par une augmentation du pourcentage de 
racines dans l’ensemble de la production de matière fraîche ; cependant si 
la diminution de la teneur en azote nitrique est compensée par un apport 
équivalent d'azote ammoniacal, l'équilibre est inversé et on observe une 
diminution relative de la production de racines. La comparaison des 
traitements I et V illustre parfaitement l’action de l’azote ammoniacal 
sur le développement du système radiculaire : pour des rendements 
totaux voisins, la matière verte représente 75 %, du total en milieu ammo- 
niacal et 41 % seulement en milieu nitrique. Ce résultat est d’ailleurs 
confirmé par notre premier essai où avec des rendements en matière 
fraîche totale sensiblement égaux, on a une forte diminution du pourcen- 
tage de racines en présence d’ammonium. 


PAPE AUTANT 


Rendements comparés de cultures de Dactyle 
avec une dose constante d'azote dans la solution nutritive 
et des proporhons variables de NO, et NH,. 


Rendements (1) en grammes Pourcentage 
poids frais de racines PA. 
Traitements ART 
Raci ue Totaux ve Écart type 
acmMES | 2ériennes SE 9 YP 
SU OUNTS LONNE E BL 39,25 66,35 40,9 (?) 3,1 1,46 
DARNO ENS" 23,4 45,0 68,40 343 2,7 1,93 
NN eee 10,75 32,0 42,75 251 ° 2,7 3:02 


(2) Moyenne de quatre répétitions. 
(2) Plus petite différence significative (P — o,o7) 4,56. 


Discussion. 


I1 ressort de l’ensemble de ces essais que le Dactyle est une espèce 
particulièrement sensible à la teneur et à la forme d'azote de la solution 
nutritive. Les résultats de nos deux essais se confirment, mais nous 
remarquons toutefois qu’en hiver le Dactyle a moins fortement réagi aux 
variations de concentration de la solution nutritive en azote nitrique. 
Sauf en milieux fortement carencés en azote pour lesquels les résultats sont 
très voisins, le pourcentage de racines est d’une façon générale, plus élevé 
en hiver qu’en été, pour des doses égales d’azote nitrique dans le milieu. 
Malgré de légères différences dues aux conditions de milieu (température, 
éclairement) nous pouvons tirer de ces essais les conclusions suivantes : 
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1° En milieu exclusivement nitrique, les variations de la teneur en 
azote de la solution nutritive déterminent des réactions différentes au 
niveau des organes aériens et des racines. 

Alors que la production de parties aériennes est étroitement liée à la 
teneur en azote nitrique de la solution nutritive, la production de racines 
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y est peu sensible jusqu'à la dose limite maximum de 10 m.e. de NO, par 
litre de solution nutritive. Au delà de cette dose, l'azote nitrique semble 
inhiber le développement du système radiculaire ; il en résulte une légère 
diminution de la production de matière verte. Néanmoins le rapport 
parties aériennes 
racines 
la solution augmente. Il est particulièrement élevé pour 15 m.e. de NO, 
par litre de solution nutritive. 


croît constamment quand la concentration en NO, de 
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Jusqu'à 10 m.e. de NO, par litre de solution nutritive, l’'augmenta- 
t parties aériennes | 

racines 
tion de parties aériennes ; au delà de 10 m.e., elle est le résultat d’une forte 
diminution du développement radiculaire. 

20 En milieu ammoniaco-nitrique, la substitution de l’azote ammo- 
niacal à l’azote nitrique, se manifeste essentiellement par une diminution 
très importante du poids frais des racines. La production de matière verte 
est plus élevée en milieu ammoniaco-nitrique qu’en milieu nitrique, mais 
diminue sensiblement en milieu exclusivement ammoniacal. Le rapport 
parties aériennes 

racines 
la totalité de l’azote nitrique par de l’azote ammoniacal, en maintenant 
constante la concentration totale en azote de la solution nutritive. 


tion du rappor provient d'une augmentation de produc- 


augmente donc quand on remplace progrèssivement 


B) ESSAI SUR ZEA MAYS L 


Comme nous l'avons déjà précisé, le dispositif cultural adopté pour 
cette espèce, est celui de la solution coulante. Le goutte à goutte est réglé 
de façon à débiter une quantité de solution nutritive sensiblement cons- 
tante et égale en moyenne à 3 litres par jour et par pot. Nous avons limité 
à 4 le nombre de jeunes plantules repiquées par pot, ce qui nous a permis 
d'obtenir un développement satisfaisant du maïs. La culture a été con- 
duite de mai à juillet (condition de production du maïs fourrage). 

En dehors du dispositif cultural, cet essai ne diffère du précédent 
(deuxième culture de Dactyle) que par quelques traitements complémen- 
taires en milieu ammoniaco-nitrique. Nous avons groupé dans le tableau 
suivant, l’ensemble des douze traitements ainsi que la concentration 
milliéquivalentaire des différentes solutions. 


Traitements | ee SE EE | Go | S0Ro Pro Era Te 
| 
(N) en m. e./l. de solution nutritive... .…. on) 5 TO 15 
Nes en m. e./l. solution nutritive. ..... Ho QUES | AMIE | 2 | 1 k—|10| 5 Fo 7,5 
(NH,) en m. e./l. solution nutritive... .... | —#—|\r 2 | 3 |A | s|—|5 76 
Concentration de la solution nutritive en 
RSA RLÈTE ee cer meet | 10 II 120013 15 19 


Les principaux cations K, Ca et Mg ont été introduits sous forme de 
sulfate, phosphate, nitrate et chlorure. Les fortes concentrations en anions 
nitriques utilisées dans certains traitements, nous ont obligés, pour main- 
tenir constante la concentration des autres anions, à augmenter dans des 
proportions non négligeables, les concentrations en cations des solutions 
nutritives. Toutefois nous nous sommes efforcés de maintenir constants, 
les rapports cationiques de telle sorte que les différences de production 
mesurées ne puissent provenir de variations dans l'équilibre cationique des 


60 MM D. BLANC (suppl. I, 1958) 


solutions. En milieu ammoniaco-nitrique, l'introduction du cation am- 
monium dans la solution détermine une légère augmentation de la 
concentration ionique totale, les phénomènes d’antagonismes ne nous 
permettant pas d'envisager une diminution correspondante de la concen- 
tration des autres ions. 

Chaque traitement comporte quatre répétitions, soit en tout 48 pots 
de culture. 

Résultats. 


Le tableau IV donne la teneur en humidité des échantillons soumis 
aux différents traitements. L'analyse statistique de l’ensemble des 
résultats ne permet pas de conclure à une différence significative dans la 
rétention en eau des tissus en fonction du traitement. 


TABLEAU IV 


Teneur en humidité des parties aériennes et des racines des échantillons 
de maïs soumis aux différents traitements (moyenne des 4 répétitions). 


Teneur en | o | 
humidité ‘%, I 2 3 4 7 | 8 9 10 IL | 12 Moy. 


on 
Lo} 


LR Te Te |— 
Part. aériennes (1)| 81,9 83,3 | 84,6 | 84,0 | 82,9 | 83,6 | 83,3 | 81,9 | 81,8 | 81,4 | 81,8 | 80,9 | 82,6 
Racines (2) Fes 6558 93:2 92,9 93;:5 93,1 94,4 | 93,0 | 93,0 | 92,4 94,0 93;2 94,8 | 93,5 93:3 


(2) PPDS (P : o,o1) 2,04. (2) PPDS (P : o,o1r — 1,1) (P : 0,053 — 0,68). 


Nous exprimons donc nos résultats en grammes de matière fraîche 
par pied. Nous les avons tous groupés dans le tableau V. 


TABLEAU V 


Rendement d'un pied de maïs en matière fraîche, en fonction du taux 
et de la forme de la nutrition azotée. 


(N) m.e. par litre | Rent 1) d’ 5 | 
A PS CONS eu 0 Sn À 
ments m, €. 1 nn Lune) 
n°A par : É = Parties à de racines 
NO; NH, Racines res Total (?) 
. : : o 65,1 112,3 1774 36,7 
2 3 3 o 67,2 182,7 °2499 26,9 
3 5 o 69,4 186,0 255,4 cie 27,2 
4 4 I 80,0 241,4 321,4 24,9 
5 5 3 2 731 192,5 265,6 27,5 
6 2 x 65,0 163,1 228,7 28,5 
7 I 4 59,2 110,8 170,0 34,8 
8 0 5 51,0 91,7 142,7 35:7 
9 . 10 Q] 72,9 197,3 270,2 27,0 
19 5 ë 75,8 200,8 276,6 27,4 
11 15 0 63,0 184,3 247,3 25, 
12 15 7,5 75 70,9 182,2 253,1 ES 


() Moyenne de 4 répétitions (?) p.p.d.s. (P o,or) 32,5 (P 0,1) 20,5. (3) p.p.des. (P o,or) 2,96. 
EEE 


es MR cr en à 
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Discussion. 


Nous dégagerons de l’ensemble des résultats de cet essai, l'influence 
sur le développement du maïs d’une augmentation de la teneur en azote 
nitrique de la solution nutritive d’une part, et de l'introduction dans le 
milieu, de quantités variables d'azote ammoniacal, d'autre part. 


a) Nutrition exclusivement nitrique 


La comparaison des traitements I, 2, 3, 9 et II, met en évidence 
l'influence de la teneur en azote nitrique de la solution nutritive sur la 


CET . Racines 
RÉ TE . Parties aériennes 
——,. Rendement total 


gr de matière fraiche 
300! par pied de mais 


FiG.%2. — Rendement en poids frais d’un pied de Mais 
en fonction de la teneur en azote nitrique de la solution nutritive. 


production de matière fraîche et sur le pourcentage de racines, en l’ab- 
sence d’ammonium. 
Les résultats sont reportés sur la figure II. 
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L'examen de ce graphique met en évidence une nette augmentation 
de rendement quand la concentration en azote nitrique de la solution 
nutritive passe de z à 3 m.e. par litre. Dans cette zone de concentration 
l'introduction d’un milliéquivalent supplémentaire se traduit par une 
augmentation de matière fraîche de 36 grammes par pied. Il faut remar- 
quer que l'augmentation de rendement qui résulte d'une augmentation de 


Racines p.cent 
de matière fraiche 


totale 


60 dur. IC AUS 
\ 2 Maïs 


50 


40 


30 


20 


10 


m.e. NO; par litre 
de solution nutritive 


FIG. 3. — Influence de la teneur en azote nitrique de la solution nutritive sur le pourcentage de racines 
dans la production totale de matière fraîche du Maïs et du Dactvyle. 


la teneur en azote nitrique du milieu de culture porte essentiellement sur la 
partie verte de la plante. 

De 3 à 10 m. e. d'azote nitrique, l'augmentation est encore sensible, 
mais néanmoins beaucoup plus faible, puisque, dans cette zone le milli- 
équivalent d'azote ne correspond plus qu’à une augmentation, de l’ordre 
de 2,75 à 3 grammes par pied. 

Au-dessus de 10 m.e. la production de matière fraîche diminue, et 
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de 10 à 15 m.e., la diminution de rendement est de 4,6 grammes de poids 
frais par pied et par m.e. d'azote nitrique. 

En ce qui concerne le pourcentage de racines (figure III) l’in- 
Îluence de l'azote nitrique est beaucoup plus atténuée que dans le cas de 
la culture de dactyle. Pour le traitement 1, où l'azote est le facteur limi- 
tant, la proportion de racines est élevée, mais dès que la teneur en azote 
nitrique est suffisante, le pourcentage reste sensiblement constant et égal 
à 26 p. 100. 


b) Nutrition ammoniaco-nitrique 


Les différents traitements constituant cet essai nous permettront 
de mettre en évidence l'influence de l’azote ammoniacal sur le développe- 
ment du maïs. 

— d’une part pour une concentration constante en azote total avec 
des proportions variables d'azote nitrique et ammoniacal. 

— d'autre part pour une même concentration en azote nitrique, la 
solution renfermant où non un complément d'azote ammoniacal. 


19 CONCENTRATION CONSTANTE EN AZOTE TOTAL. PROPORTIONS 
VARIABLES D’AZOTE NITRIQUE ET AMMONIACAL. 

Dans les traitements 3, 4, 5, 6, 7 et 8 la dose totale d’azote est mainte- 
nue constante et égale à 5 m.e. par litre de solution nutritive. Nous avons 
vu que cette concentration en azote nitrique assure un développement 
normal du plant de maïs. Nous substituons dans ces différents traitements 
une quantité croissante d’azote ammoniacal à l'azote nitrique pour arriver 
à une nutrition exclusivement ammoniacale. 

La figure IV représente les rendements partiels (parties aériennes 
et racines) comparatifs de maïs soumis aux différents traitements, en 
prenant comme indice de référence (100), le rendement en milieu exclusi- 
vement nitrique. 

Ce graphique met en évidence l'influence prépondérante de l'azote 
ammoniacal sur le développement des parties aériennes, les variations 
dans la production des racines étant plus tamponnées, à l'inverse de ce 
que nous avons vu pour le dactyle. 

I1 semble d’autre part que, même en présence d’azote ammoniacal 
en quantité non négligeable, le développement du maïs est ralenti pour 
des concentrations en azote nitrique inférieures à 3 m.e. par litre de solu- 
tion nutritive. L/azote ammoniacal ne saurait donc remplacer l'azote 
nitrique dans la zone où celui-ci est le facteur limitant du développement. 
Quand la concentration en azote nitrique est supérieure à 3 m.e. par litre, 
la présence d’ammonium dans des proportions relativement faibles, 
stimule le développement du maïs, le rendement maximum étant obtenu 
pour 1 m.e. de NH, et 4 m.e. de NO, par litre de solution nutritive. 
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La comparaison des traitements 9 et 10 d’une part, et IT et 12 
d'autre part nous conduit à des conclusions analogues. La nutrition ni- 
trique étant largement assurée, la substitution d’une partie de cette forme 
azotée par de l'azote ammoniacal détermine une très légère augmentation 
de production. 


—_— Parties aeriennes 


7 cROcines 


NO3 —> 5 4 , 2 1 () ; 
= 1 [l ' ! ' Û mc./ litre de 
NH4 —> 0 1 2 3 4 5] solution nutr. 
F1G. 4. — Influence de la composition azotée de la solution nutritive sur le développement du Maïs. 


Rendements indiciaires comparés des parties aériennes et des racines. 


Si l’on considère maintenant le pourcentage de racines dans l’en- 
semble de la production de matière fraîche, on remarque qu'au rendement 
maximum de matière fraîche correspond le plus faible pourcentage de 
racines (figure V). Quand l'azote ammoniacal augmente dans le 
milieu, le pourcentage de racines augmente, à l’inverse de ce qui se passe 
pour le dactyle. 
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20 CONCENTRATIONS ÉGALES EN AZOTE NITRIQUE, EN L'ABSENCE 
ET EN PRÉSENCE D'AMMONIUM 


Nous comparerons deux à deux les traitements z et 7, 2 et 3, 3et ro, 
dont les solutions correspondantes renferment respectivement 1, 3 et 5 
m.e. d'azote nitrique par litre, les solutions des traitements 7,5 et 10 


Racines 


—— Rendement total 


Rendement total 
S en gr mat. fraiche 


3 


(#3) 


Parties aériennes 
Racines 


200 2 
100 1 
NO3 5 4 3 2 1 Oimerrisre de 
NH40 1 2 3 4 5 | sol.nutritive 
F1G. 3. — Influence de la forme d’azote dans la solution nutritive sur le développement du Maïs. — 


parties aériennes 


Rendement total en matière fraîche d’un pied de Maïs et variations du rapport re 


renfermant en outre un complément variable d’azote ammoniacal 
(tableau V et graphique VI). 

Les différences observées dans la production totale de matière 
fraîche, ne sont significatives que pour le dernier couple de traitements. 
On voit que dans ce cas encore, et dans les conditions de notre expérience, 
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une proportion même importante d'azote ammoniacal ne saurait pallier 
à une carence en nitrates de la solution nutritive. Ce n’est que lorsque la 
teneur en nitrates est suffisante (traitements 3 et 10) que l'azote ammonia- 
cal stimule légèrement le développement total du pied de maïs. 


gr matière fraiche 
par pied de mais 


6h NO3 seul 
NN NO3 + NH4 
300 
7 
/ /) 
1 ll 
1 |) 
200 / / 
/ / 
) / / 
1 | 
7 
1 | | 
100 
1 |] |/ 
y / J 
1 | lp 
1 |] |} 
1 D 
1 L 1 N°S trait n 
NO3 ps md bi en me pre de Sol? nutrve 


F1G. 6. — Rendements comparés d’un pied de Maïs à doses égales d’azote nitrique 
dans la solution nutritive, avec et sans complément d'azote ammoniacal. 


IV. — CONCLUSIONS 


L'amplitude des variations de rendement obtenues au cours des essais 
précédents, souligne l'importance du facteur azote dans l'équilibre des 
solutions nutritives pour culture sur sable. Malgré une sensibilité plus 
ou moins grande, les différentes espèces étudiées réagissent de façon 
semblable à une variation du taux d'azote de la solution nutritive. Ceci 
nous permet de tirer les conclusions générales suivantes : 

19 En milieu exclusivement nitrique, le taux d'azote correspondant 
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au maximum de production de matière fraîche totale (racines + parties 
aériennes) se situe aux environs de 10 milliéquivalents par litre de solu- 
tion nutritive, pour le dactyle. Une concentration de 5 m.e. par litre est 
suffisante pour le maïs qui réagit moins que le dactyle aux fortes doses 
d'azote. 

20 En milieu carencé en azote, la plante développe un système radicu- 
laire particulièrement abondant avec une très faible production de matière 
verte. 

Par contre, aux concentrations en nitrates supérieures à la concentra- 
tion optimum, on observe, essentiellement dans le cas du Dactyle, une dis- 
proportion très nette dans le sens opposé : production abondante de parties 
aériennes avec développement réduit du système radiculaire. Une teneur 
excessive en nitrates semblerait même inhiber la croissance des racines. 

3° Il résulte de ces deux actions extrêmes, une relation directe entre 
: parties aériennes 

racines 
Dans le cas du maïs, les résultats sont semblables, mais fortement atté- 
nués, l’action des nitrates ne se manifestant, pour cette espèce, qu’au ni- 
veau des parties aériennes, la production de racines étant indépendante du 
taux de nitrates dans la solution. 

Quand on étudie l’action de l’azote ammoniacal sur le développement 
végétatif, il est plus difficile de tirer des conclusions générales, la réaction 
de la plante, à la présence d’ammonium dans le milieu étant, avant tout, 
une question d'espèce. Néanmoins, pour le maïs, comme pour le dactyle, 
l’action de l’azote ammoniacal sur le développement est conditionnée par 
la teneur en nitrates de la solution nutritive. Nous avons observé, en effet, 
que quand la teneur en nitrates de la solution nutritive est insuffisante, 
l’ammonium ne saurait assurer à lui seul, la nutrition azotée de la plante, 
quelle que soit l'espèce étudiée. La plante réagit cependant à la présence 
de l’azote ammoniacal dans le milieu et ce, de façon différente suivant 
l'espèce ; dans le cas du dactyle on observe une diminution du pourcen- 
tage de racines qui est, nous l’avons vu, excessif en milieu carencé en 
nitrates, alors que dans le cas du Maïs, l’addition d’ammonium à un 
milieu pauvre en nitrates, augmente encore le développement du système 


le rappor et la teneur en nitrates de la solution nutritive. 


radiculaire. 

Ces résultats contradictoires peuvent être la conséquence d’une 
assimilation différente des ions NH; par les deux espèces. 

Par contre, quand la nutrition azotée est assurée de façon satisfai- 
sante par l'azote nitrique de la solution nutritive, l'addition de très faibles 
quantités d'azote ammoniacal stimule le développement végétatif et 
détermine une augmentation sensible de production de matière fraîche, 
aussi bien chez le maïs que chez le dactyle. C’est ainsi que l'on arrive à 
dépasser le maximum de production obtenu avec une solution exclusive- 
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ment nitrique, en assurant l'alimentation de la plante par une solution 
moins concentrée en azote, à la condition que celui-ci soit apporté sous 
forme ammoniaco-nitrique, l'azote ammoniacal ne représentant pas plus 
de 20 p. 100 du total. 


RÉSUMÉ 


L'auteur étudie l'incidence, en culture sur sable, de la concentration 
et des formes d'azote dans la solution nutritive sur le développement 
relatif des parties aériennes et du système radiculaire de Dactylis glome- 
rata I,. et de Zea mays I,. 

Pour les deux espèces, la concentration en azote correspondant à la 
production maximum de matière fraîche est de l’ordre de 10 m.e. par litre 
de solution nutritive. Toutefois le dactyle manifeste une sensibilité plus 
grande que le maïs aux variations de concentration en azote de la solution 
nutritive. 

On observe une relation directe entre la teneur en nitrates de la solu- 
parties aériennes 

racines 

La réaction de la plante à la présence d’ammonium dans le milieu, 
varie avec les espèces. On ne note d'action positive de l'azote ammoniacal 
sur la production de matière fraîche, que dans la mesure où la nutrition 
nitrique est elle-même assurée. 


tion nutritive et le rapport 


Reçu pour publication le 11 mars 1058. 
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CHRONIQUE DE LIVRES 


BURRIEL-MARTI (F.) et RAMIREZ-MUNOZ (J.). — Flame Photometry, 531 p. 
Elsevier, 1957. 


Le livre du P' BurkieL-MaAR'TI et de J. RAMIREZ-MUNOZ sur la photomé- 
trie de flamme n’est pas un ouvrage théorique. Il s'adresse principalement aux 
usagers de photomètres, leur expliquant pourquoi et comment est utilisée l’émis- 
sion dans la flamme. 

Après avoir donné les principes généraux de la photométrie de flamme, 
les auteurs passent en revue les différents modèles de photomètres commer- 
cialisés à travers le monde et étudient les caractères principaux d’une installa- 
tion de flamme. 

Ils envisagent alors les domaines d'utilisation de la photométrie de flamme 
en se fondant sur la classification périodique des éléments. Mais, si, dans la 
plupart des cas, les déterminations obtenues sont excellentes, des facteurs liés 
à l’appareillage d’une part, des facteurs liés à l'échantillon d’autre part limitent 
la sensibilité. 

Il est cependant possible de définir une méthode expérimentale simple 
et précise qui permettra à l'utilisateur d'opérer avec la plus grande sûreté dans 
le domaine qui l’intéresse. En effet, dans la dernière partie de leur ouvrage, les 
auteurs envisagent les applications analytiques de la photométrie de flamme 
depuis les analyses minérales jusqu'aux analyses biologiques et agricoles en 
s’attachant à l'aspect expérimental de chaque analyse ce qui lui confère un 
caractère d'utilisation immédiate. 

Ii faut noter enfin que ce livre, qui constitue une remarquable encyclo- 
pédie technique de la photométrie de flamme, est complété par une bibliogra- 
phie étendue et judicieuse qui permet de pousser plus loin les investigations 


dans le domaine de la photométrie de flamme. 
FFE: 


MEISTER (A.). — Biochemistry of the amino acids. New Vork, Academic Press, 
485 P., 1957. 

Les acides aminés ont été le sujet d’un nombre considérable de travaux 
dans les années récentes. 

Dans la présente étude, l’auteur s’est attaché à présenter un tableau intel- 
ligible de l’état actuel des connaissances sur les relations biochimiques et les 
transformations des acides aminés naturels. 

L'ouvrage est divisé en 5 chapitres principaux. 

Le premier est consacré à l'importance occupée par les acides aminés dans 
la nature et les formes sous lesquelles on les trouve. Une attention toute spé- 
ciale est portée sur leurs propriétés générales et l'importance biologique de 
leurs formes stéréochimiques. L'examen du rôle des acides aminés dans la nu- 
trition de l’homme, des animaux supérieurs et des microorganismes constitue 
la matière du second chapitre. 
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Le troisième, plus développé, fait le point de l’état actuel des connaissances 
concernant le métabolisme des acides aminés, synthèse ou dégradation, et les 
relations existant entre les acides aminés et les autres métabolites. 

Les stades intermédiaires de la dégradation et de la synthèse sont exa- 
minés rapidement dans la quatrième partie pour un certain nombre des acides 
aminés principaux tels que : alanine, acide aspartique, acide glutamique, gly- 
cine, thréonine, arginine, proline, lysine, tryptophane, tyrosine, méthionine. 
Cet exposé fait état des derniers schémas obtenus grâce à l’utilisation de QE 
et d’autres marqueurs radioactifs. 

La dernière partie expose brièvement les anomalies pathologiques cons- 
tatées dans le métabolisme des acides aminés et de l’ammoniaque. 

Au cours des différents chapitres l’auteur présente 2 859 références de 
travaux sur les acides aminés. 


J. M. L. 


RABINOWITCH (E.). — « La Photosynthèse ». 1 vol. 172 pages. Éditions Gau- 
thier-Villars, Collection des Actualités Biologiques. Prix : 2.500 fr. 


Suivant une expression de son auteur, ce livre esquisse « un tableau de 
la photosynthèse comme phénomène physicochimique ». L'ouvrage est cons- 
titué par le texte de huit conférences données à Paris par M. E. Rabinowitch 
en 1955. Trois notes additionnelles évoquent des résultats obtenus en 1957. 

La première conférence est une introduction à la physicochimie de la 
photosynthèse : la loi d’Einstein, le principe de Franck-Condon sont rappelés 
ainsi que la nature de l'effet Cage et du processus primaire d’une réaction 
photochimique. I/état de nos connaissances sur le transfert de l'excitation 
au sein des solutions de pigments est également présenté. La seconde confé- 
rence est un remarquable exposé historique des données de la microscopie 
optique, puis de la microscopie électronique sur la structure des plastes suivie 
d'un examen des propriétés optiques de ces chloroplastes, notamment les 
spectres d'absorption et de fluorescence. Dans la troisième conférence, le rôle 
des différents pigments est discuté. La quatrième conférence fait le point 
des expériences qui font apparaître la chlorophylle dans ses réactions d’oxydo- 
réduction avec l'acide ascorbique, la riboflavine et le coenzyme II ; l'étude 
des changements de spectres d'absorption pendant la photosynthèse semble 
encore pleine de promesses à cet égard. La conférence suivante tente de relier 
les données énergétiques précédemment exposées au mécanisme chimique de 
la réduction de l'anhydride carbonique. Montrant les erreurs d'interprétation 
des premiers travaux menés avec le 1€, puis le HC, l’auteur met en lumière, 
avec une louable prudence, tout ce qui est encore hypothétique, dans les 
schémas actuellement proposés pour la réduction du CO,. 

Les trois dernières conférences étudient la cinétique de la photosynthèse. 
Dans une première partie, l’auteur sépare bien photosynthèse et respiration 
et il reprend les définitions de la cinétique. Dans la deuxième partie, la ciné- 
tique de la photosynthèse en lumière continue est traitée et l’auteur expose 
la controverse qui dure depuis 34 ans sur la valeur du rendement quantique 
maximum, Cela donne lieu à une vive critique des travaux de Warburg et il 
faut noter qu'un exposé plus objectif de ces travaux eût été souhaitable. La 
dernière partie est consacrée à la cinétique de la photosynthèse en lumière 
intermittente et se termine par un rapprochement avec le photopériodisme. 

Ce petit livre (172 pages) est d’une grande densité. Mais le fait qu’il soit 
un recueil de conférences explique sans doute le caractère alerte du style. 
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De nombreux schémas, courbes et photographies achèvent de faciliter la lec- 
ture de cet ouvrage. Ajoutons que l’auteur indique toujours les points suscep- 
tibles de faire l’objet d’un travail de recherche. 
La lecture de ce livre est à conseiller à tous les chercheurs de formations 
différentes qui s'intéressent à la photosynthèse. 
C. CosrEs. 


LECLERCO (René). — Guide théorique et pratique de la recherche expérimentale. 
1 vol. 135 pages. Éd. Gauthier-Villars, Paris. Prix : 1.400 fr. 


Présenté dans un style clair et simple, sous une forme concise et ramassée, 
cet ouvrage constitue effectivement un guide très utile et précieux aussi bien 
pour le chercheur chevronné que pour le débutant. 

Depuis les facteurs humains ou matériels jusqu’à une ébauche d'analyse 
des formes du raisonnement, en passant par les problèmes de mesure, d'erreurs, 
d'interprétation ou d'exploitation des résultats, de bibliographie et de publi- 
cation, tous les aspects possibles de la recherche y sont envisagés en vue d’une 
organisation et d’une méthode de travail les meilleures possibles. 

A côté d'exemples historiques et de considérations d'ordre philosophique 
dénotant une large culture, on trouve de nombreuses données procédant d’un 
esprit pratique et d'un bon sens remarquables. 

Dans le premier chapitre, consacré au facteur humain et à son importance, 
l’auteur envisage la formation et les qualités du chercheur ainsi que les pro- 
blèmes posés par la conduite d’une recherche et par la direction. 

Les questions ayant trait à la construction ou à l’organisation matérielle 
d’un laboratoire, ou d’un centre de recherches, ainsi qu’à la documentation 
ou à l'administration, font l’objet du chapitre II. 

L'essentiel de l’ouvrage est consacré, dans le troisième chapitre, au fac- 
teur méthode : choix du sujet, bibliographie, mise en train d'expériences, etc... 
jusqu’à la rédaction, la publication et la prise de brevets. 

Enfin, sans oublier l'évocation des instruments mathématiques modernes 
(théorie des ensembles) et un rappel concernant les unités, l’auteur conclut 
(chap. IV) sur la relativité de la connaissance et l'importance de la recherche 
et du chercheur dans la société moderne. 

J. Mossé. 


Le Directeur-Gérant : B. LACLAVIÈRE. 
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